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RESUMO

SILVA, Juliana de Aguiar Pastore. Efeito da suplementacdo de 6leo de
peixe em marcadores de resposta inflamatéria e do estado nutricional de
individuos adultos com cancer colo-retal. Florianépolis, 2011.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo) — Programa de Pés-graduacdo em
Nutricdo. Universidade Federal de Santa Catarina. Santa Catarina,
Florian6polis, 2011.

A inflamacdo € uma caracteristica comum no cancer. A presenca € a
magnitude da resposta inflamatéria sistémica podem produzir
progressivo declinio nutricional em pacientes com cancer colo-retal. As
células transformadas estimulam a produ¢do de mediadores
inflamatdrios, que colaboram para o microambiente inflamatdrio
relacionado ao tumor. A proteina C-reativa (PCR) e a Interleucina-6
elevadas podem predizer baixa sobrevivéncia para pacientes com cincer
colo-retal. Estudos pré-clinicos mostram que a intervengdo nutricional
especifica com 6leo de peixe rico em 4cidos eicosapentaendico (EPA,
20:5) e docahexaendico (DHA, 22:6) podem ser uma terapia adjuvante
efetiva para cancer colo-retal, com agdo antiinflamatéria e anti-
angiogénica. Assim, o presente estudo visa verificar se existem
alteracbes em marcadores da resposta inflamatéria e do estado
nutricional de pacientes com cancer colo-retal suplementados com 6leo
de peixe, comparado com individuos ndo suplementados. Este estudo foi
conduzido de forma randomizada com 23 pacientes alocados em dois
grupos. Os individuos do Grupo Suplementado (GS) consumiram dois
gramas por dia de dleo de peixe durante nove semanas. Marcadores do
estado nutricional (peso, Indice de Massa Corporal e albumina) e
inflamatério (Interleucina 6 e 1P, Fator de Necrose Tumoral-a e PCR)
foram avaliados no momento basal (T1), e apds nove semanas de
quimioterapia (T2) no GS e no Grupo Nao Suplementado (GNS).
Andlises estatisticas foram conduzidas no software STATA 11.0. Teste
exato de Fisher foi usado para verificar diferenca entre GS e GNS nas
varidveis dicotdmicas, teste T para as varidveis paramétricas e Mann-
Whitney para as ndo paramétricas. As variacdes do desfecho entre os
tempos (T2-T1) foram verificadas com teste de Wilcoxon. Os valores da
relacdo PCR/Albumina foram classificados de acordo com os escores de
risco propostos por Corréa et al. (2002). A média de idade dos pacientes
incluidos no estudo foi 52,3 anos. O GS (n=11) e 0 GNS (n=12) ndo



apresentaram diferenca estatistica em suas caracteristicas no momento
basal. A diferenca dos marcadores do estado nutricional entre os
momentos (M2 menos M1) foi estatisticamente significante para peso
corporal (p=0,01) e indice de massa corporal (p=0,03) no GNS, onde
ocorreu reducdo dos valores; no GS nio foi verificado diferenga. Entre
os marcadores de resposta inflamatéria, apenas a PCR apresentou
valores inferiores no GS em relacdio ao GNS (p=0,06) em T2, nos
demais marcadores ndo foi verificado diferenca. A relagdo
PCR/Albumina mostrou diferengca estatisticamente significante e
relevancia clinica no GS, onde ocorreu diminui¢do nos marcadores.
Todos os pacientes do GS mantiveram ou melhoraram sua classificagcdo
de grau de risco. A suplementacdo de dois gramas por dia de 6leo de
peixe durante nove semanas em pacientes com cancer colo-retal em
tratamento quimioterdpico pode modular positivamente o estado
nutricional e a relagdo PCR/Albumina e pode ser utilizado como terapia
nutricional adjuvante neste grupo de pacientes.

Palavras-chave: 6leo de peixe, cancer colo-retal, quimioterapia,
inflamacao, estado nutricional.



ABSTRACT

SILVA, Juliana de Aguiar Pastore. Effect of fish oil supplement on
markers of inflammatory and nutritional status, of adult individuals with
colorectal cancer. Florianopolis, 2011. Dissertation (Master in Nutrition)
— Graduation program in Nutrition, Federal University of Santa
Catarina, Florianopolis, 2011.

Inflammation is a common feature in cancer. The presence and
malignitude of the response may induce progressive nutritional decline
in colorectal cancer patients. The transformed cell produces
inflammatory mediators, thereby generating an inflammatory
microenvironment inside tumors; elevated C-Reactive protein (CRP)
and Interleukin-6 can predict poor survival in colorectal cancer patients.
Pre-clinical studies show that a specific nutritional intervention using
fish oil, rich in eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5) and docosahexaenoic
acid (DHA, 22:6), might prove to be an effective adjuvant therapy in
colon cancer got a anti-inflammatory and anti-angiogenic properties.
This study aims to check whether there is change in inflammation
markers and/or in the nutritional status of patients with colorectal-
cancer, undergoing chemotherapy, supplemented with fish oil when
compared to the non supplemented ones. Clinical trial was conducted
with 23 patients equally randomized in two groups, supplemented (SG)
and non-supplemented (NSG). The supplemented individuals consumed
two grams of fish oil per day during nine weeks. Nutritional (wight,
BMI and albumin) and inflammatory (interleukin 6 and 1B, CRP,
Tumour Necrosis Factor-o) status markers were available in baseline
(T1) and after nine weeks of chemotherapy (T2). Fisher’s exact test was
used to test differences in SG and NSG according to dichotomous
variables. Test for continuous variables (including outcome analysis)
were performed with T-test (parametric variables) or Mann-Whitney test
(non-parametric variables). Outcome change between T1 and T2 were
also tested with Wilcoxon test. All analysis were performed in the
STATA statistic software, version 11.0 (STATA Corporation, College
station, EUA). C-RP/Albumin was compared with the score risk. The
patients’ median age was 52,3 years old. The SG (n=11) and NSG
(n=12) characteristics did not differ statistically in baseline. The
comparison between groups, according to the difference between the T2
minus the T1 values, showed a reduction in body weight and BMI in



NSG, however in SG these indicators were not different between T1 and
T2. Additionally, C-reactive protein was reduced in SG but not in NSG.
The C-reactive protein/Albumin relation showed statistically significant
difference and clinical relevance in SG becouse all patients maintained
or improved their degrees of risk. Two grams of fish oil supplement per
day during nine weeks can positively modulate the nutrition status and
the C-RP/Albumin relation in colorectal cancer patients in
chemotherapy. Therefore, it may be used as a nutrition adjuvant
therapy.

Keywords: fish oil, colorectal cancer, chemotherapy, inflammation,
nutritional status.
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1 INTRODUCAO

Cancer é um conjunto de doencgas caracterizado pelo progressivo
acimulo de mutagdes no genoma de uma célula (BRASIL, 2003). O
cancer colo-retal (CCR) abrange tumores que atingem o célon e o reto.
Tanto homens como mulheres s@o igualmente afetados, sendo mais
frequente em populagdes de nivel socioecondmico elevado, que vivem
em dreas urbanas. (BRASIL, 2009). E uma doenga tratdvel e
frequentemente curdvel quando localizada no intestino e sem extensio
para outros 6rgdos. (BRAUNWALD, et. al., 2002)

Independentemente de sua etiologia, os canceres colo-retais
originam-se, em sua maioria, de pdlipos adenomatosos
(BRAUNWALD, et. al., 2002), sendo a incidéncia de cancer de
intestino maior em pacientes com doenca inflamatéria intestinal de
longa duracdio (BURKE, 2002). O chamado grupo de risco para o
desenvolvimento de céncer colo-retal inclui: individuos com idade
superior a 40 anos; com antecedentes pessoais ou familiares de adenoma
ou adenocarcinoma colo-retal, cAncer no trato digestivo, ginecolégico ou
na mama; portadores de doencas inflamatdrias intestinais, de doengas
genéticas ou lesdes actinicas colo-retais (BRASIL, 2003).

As neoplasias colo-retais s3o em sua maioria assintomadticas até
atingir o estdgio avancado. A perda de sangue gastrointestinal, com
sangue oculto nas fezes, € o sinal mais comum. Em estdgios avancados
predominam a anorexia e o emagrecimento involuntdrio, que podem
evoluir para a caquexia (BURKE, 2002). A Sindrome da Anorexia
Caquexia é multifatorial. O aumento do consumo energético pelo tumor,
a liberacdo de fatores que agem no centro da saciedade diminuindo o
consumo alimentar e as citocinas produzidas pelo hospedeiro e pelo
tumor promovem as anormalidades metabdlicas caracteristicas da
sindrome. Esta ndo pode ser, portanto, identificada apenas pela perda de
peso, devendo-se considerar também a reducdo da ingestdo alimentar e a
inflamacao sisttémica (FEARON; VOSS; HUSTEAD, 2006; FEARON,
2008).

Os eventos iniciais do processo inflamatério sdo desencadeados
por mastécitos principalmente pela liberacdo de histaminas e
macréfagos teciduais, (BALESTIERI, 2006). Os macréfagos teciduais
sdo derivados de mondcitos circulantes, liberam citocinas que agem em
células alvo e induzem o recrutamento protetor dos leuccitos. Quando a
ativacdo dos mondcitos e macréfagos ocorre de maneira descontrolada,
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uma resposta inflamatéria exagerada pode ocorrer (TSOUKNOS;
NASH; RAINGER, 2003).

No céancer, o préprio tumor secreta multiplas citocinas ou fatores
de crescimento que podem alterar o microdesenvolvimento do tumor e
promover crescimento e metdstase. Muitos desses fatores promovem
fendtipo angiogénico em estroma ou células do hospedeiro infiltradas,
resultando no desenvolvimento de novos vasos que fornecem nutrientes
para o crescimento continuado do tumor (BALKWILL; CHARLES;
MANTOVANI, 2005).

O aumento de alguns mediadores inflamatérios e de proteinas
marcadoras da resposta inflamatéria demonstrou ser fator progndstico
independente da sobrevida em vdrios tipos de neoplasias malignas,
incluindo melanoma, mieloma, carcinoma renal, cincer de ovério e
canceres do trato gastrintestinal (RAMAN; BAUGHER; THU;
RICHMOND, 2007). A concentracdo de Proteina C Reativa (PCR)
plasmadtica € alterada em resposta a infec¢do, injiria e neoplasia. Esta
mudanca é regulada positivamente por citocinas, como a Interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF)
(CHUNG; CHANG, 2003). Nikolaos et al. (2005) demonstraram que
niveis séricos de IL-6, TNF-o ¢ PCR aumentam definitivamente em
pacientes com céncer colo-retal e que, no pré-operatério, a IL-6 e PCR
podem ser usadas como preditor de progndstico. Acredita-se, ainda, que
a resposta inflamatéria € um fator potencialmente importante na
variabilidade inter-individual da quimioterapia quanto a resposta ao
cancer e seus efeitos toxicos (SLAVIEIRO; CLARK; RIVORY, 2003).

Resultados promissores tém sido demonstrados quanto ao uso de
dcidos graxos poliinsaturados da familia O6mega-3 no tratamento
adjuvante do cancer (HARDMAN, 2004). Estudos em cultura de células
e em cobaias descrevem em suas conclusdes que a ingestao dietética de
acidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3 estd relacionada com
a supressdo de transformagdo neopldsica, angiogénese e crescimento de
células tumorais, uma vez que modifica reacdes auto-imunes e
inflamatdrias por meio de uma combinagdo de mecanismos. A melhoria
na eficdcia de quimioterdpicos contra cancer colo-retal quando 4cidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa da familia Omega-3 sao
incorporados a dieta de roedores ou a meio de cultura de células é
observado (WYNTER, et. al, 2004). Em particular, dcidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa tem ac¢@o inibitéria de crescimento
tumoral in vitro, coldnia de células de cancer de c6lon (SCHONBERG,
2006) e em modelos experimentais de cancer em ratos (RAMOS, 2004).
O estudo de Read et al. (2007) mostra resultado promissor no tratamento
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de humanos com cancer colo-retal quando o 6leo de peixe € associado a
suplemento hipercaldrico e hiperprotéico.

Niao existe uma recomendagdo estabelecida de consumo de 6leo
de peixe em tratamento oncolégico. O manejo da dose mostra-se como
um desafio, uma vez que em estudos com animais sao utilizados grandes
quantidades de suplemento que nio s@o tolerados por humanos. Foram
encontrados estudos com pacientes oncolégicos que administraram de 2
a 21 gramas por dia de dcidos graxos poliinsaturados de cadeira longa,
sendo na combinacdo de dcido eicosapentaendico (EPA) + é4cido
docahexaendico (DHA) ou de EPA isolado (BURNS, 1999; JATOI,
2004).

Considerando as situagdes apresentadas e com base na indicagio
de efeito positivo da suplementacdo, propde-se a realizacdo de um
estudo que avalie a a¢do da suplementacdo didria de dois gramas de dleo
de peixe em humanos portadores de neoplasia colo-retal durante
tratamento quimioterdpico. Com a seguinte pergunta de partida:

A ingestdo didria de dois gramas de 6leo de peixe, por
adultos com cancer colo-retal em quimioterapia, é suficiente para
alterar marcadores da resposta inflamatéria e do estado
nutricional?







2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se existe alteracdo nos marcadores da resposta
inflamatéria e/ou do estado nutricional de individuos adultos com céncer
colo-retal em tratamento quimioterdpico suplementados diariamente
com dois gramas de dleo de peixe durante nove semanas, em relacdo aos
nao suplementados

2.1.1 Objetivos Especificos

a) Avaliar o comportamento de marcadores da resposta
inflamatéria (PCR, IL-6, IL-1B e TNF-a) de individuos adultos com
cancer colo-retal em quimioterapia, suplementados com dois gramas de
6leo de peixe durante nove semanas, em relacdo aos ndo suplementados;

b) Avaliar o comportamento de indicadores do estado nutricional
(peso, indice de massa corporal, albumina), em individuos adultos com
cancer colo-retal em quimioterapia, suplementados com dois gramas de
6leo de peixe durante nove semanas, em relagdo aos ndo suplementados;

c) Avaliar a ingestdo alimentar atual e verificar a freqiiéncia de
consumo de peixe entre os individuos oncoldgicos com cancer colo-
retal.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER COLORRETAL

3.1.1 Epidemiologia

Segundo relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer IARC)/ OMS (World Cancer Report 2008), o impacto global do
cancer mais que dobrou em 30 anos.

Estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), validas
para os anos de 2010 e 2011, das taxas brutas de incidéncia por 100.000
habitantes e nimero de novos casos de cancer de célon e reto para a
regido sul, Santa Catarina e Floriandpolis, por regido e por sexo, estio
apresentadas no quadro que se segue. Para o Brasil, a estimativa é de
28.110 novos casos/ano (BRASIL, 2009).

Tabela 1. Estimativa de novos casos de céincer de célon e reto e taxa de
incidéncia por 100.000 habitantes.

Estimativa
Localidade Mulheres Homens
Novos Taxa Bruta | Novos Taxa Bruta
casos casos
Santa 500 15,66 469 14,72
Catarina
Florian6polis | 60 27,88 40 21,98

Estimativa INCA, 2010/2011

O cancer de célon e reto em homens € o terceiro mais frequente
nas regides Sul (21/100.000) e Sudeste (19/100.000), sem considerar os
tumores de pele nio melanoma. Para as mulheres, é o segundo mais
frequente nas regides Sul (22/100.000) e Sudeste (21/100.000)
(BRASIL, 2009).

Nos paises industrializados, a incidéncia de cancer colo-retal
aumenta proporcionalmente ao envelhecimento da populagdio. A
Associacdo Americana de Cancer (2009) estimou 146.960 novos casos
de cancer para o ano de 2009 nos Estados Unidos. O cancer colo-retal
foi indicado como o terceiro local de acometimento mais freqiiente
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(10%), em ambos o0s sexos; assim como o terceiro mais freqiiente (9%)
em relacdo ao nimero de mortes, em ambos os sexos (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2009).

3.1.2. Tratamento do cincer colorretal

O tratamento depende principalmente do tamanho, localizacio e
extensdo do tumor, assim como da satide geral do paciente. Variados
tipos de tratamentos sdo utilizados, sendo que algumas vezes ha
combina¢io de uma ou mais formas de tratamento (BRASIL, 2003). A
taxa de sobrevida de pacientes com carcinoma colo-retal baseia-se no
estdgio da doenga (BURKE, 2002) e, é considerada boa se a doenga for
diagnosticada em estdgio inicial. A sobrevida média global em cinco
anos se encontra em torno de 55% nos paises desenvolvidos e 40% para
paises em desenvolvimento. Esse relativo bom progndstico faz com que
o cancer de cdlon e reto seja o segundo tipo de cincer mais prevalente
em todo o mundo, com aproximadamente 2,4 milhdes de pessoas vivas
diagnosticadas com essa neoplasia, ficando atrds somente do cincer de
mama em mulheres (BRASIL, 2009).

A ressecgdo total do tumor € o tratamento ideal e curativo para
os estdgios iniciais, sendo que a detec¢do de metdstases nio exclui o
tratamento cirdirgico em pacientes com sintomas relacionados ao tumor.
Observa-se o paciente cuidadosamente durante os 5 anos seguintes a
cirurgia. (BRAUNWALD, et. al., 2002).

Recomenda-se radioterapia (RDT) da pelve para pacientes com
cancer retal, visto que reduz em 30 a 40% a probabilidade de recidivas
regionais apds ressec¢do. A RDT seja no pré ou no pds-operatdrio
parece reduzir o risco de recidivas, mas nio aumenta a sobrevida
(BRAUNWALD, et. al., 2002).

A quimioterapia pode ser administrada para destruir qualquer
célula cancerosa que possa ter permanecido no organismo apds o
procedimento cirdrgico, para controlar o crescimento tumoral ou para
aliviar os sintomas ocasionados pela doenca (BRASIL, 2003).
Recomenda-se cirurgia e quimioterapia adjuvante com 5-fluoracil para o
cancer de colo-retal em estigio avancado (BURKE, 2002). Esta
combinag@o resulta em uma diminui¢cdo de 40% na taxa de recidiva e em
uma melhora de 30% na sobrevida do individuo. (BRAUNWALD, et.
al., 2002).
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Uma série de novas estratégias tem sido desenvolvida para terapia
de cancer de célon baseadas na combinacio de agentes
anticarcinogénicos e dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
(DUPERTUIS, et. al., 2007; CALVIELLO, et. al., 2007). Oleo de peixe
parece ndo atrapalhar a acdo da quimioterapia e potencializar a a¢do de
alguns agentes; em camundongo o 4cido graxo eicosapentaenioco
potencializa a inibicdo de crescimento tumoral de 5-Fluoracil e
ciclofosfamida (WYNTER, et. al, 2004).

3.2.3. A inflamacio no ciancer

A inflamacdo é um mecanismo normal de defesa do organismo

a infeccdes e outras injurias. Ao se tornar excessiva, pode gerar danos
irrepardveis ao tecido do hospedeiro, doengas agudas e cronicas
(CALDER, 2009).
As caracteristicas do cancer relacionadas a inflamacdo incluem a
presenca de células e mediadores inflamatérios no tecido tumoral,
remodelacdo tecidual, e angiogénese (BALKWILL; CHARLES, K;
MANTOVANI, 2005).

A conex@o entre inflamacdo e cancer pode ser vista
considerando duas vias: extrinseca e intrinseca. A via extrinseca surge
de condi¢des infecciosas ou inflamatérias, como a doenga inflamatoéria
intestinal, que aumentam o risco de desenvolvimento de cancer. A via
intrinseca surge de alteracdes genéticas que causam inflamacgdo e
cancer; estas alteragdes incluem ativacdo de vdrios tipos de oncogenes
por mutagdo, rearranjo ou amplificagdo cromossomal e por inativacio de
genes supressores de tumor. As células ji transformadas produzem e
liberam mediadores inflamatérios formando um microambiente
inflamatdrio onde ndo havia inflamacdo prévia (MANTOVANI, et al.,
2008).

As duas vias se convergem, resultando em ativac¢do de fatores
de transcri¢do, como fator de transcricdo nuclear B (NF-«kB), sinal de
traducdo e ativagdo de transcri¢do 3 (STAT3) e fator indutor de hipdxia
la (HIF1a) em células tumorais. Estes fatores de transcri¢do coordenam
a liberagdo de mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas e
quimiocinas, assim como a producdo de ciclooxigenase 2 (COX2) que
resulta em produgdo de prostaglandinas. Os mediadores inflamatorios,
em conjunto, recrutam e ativam leucdcitos, mastdcitos, macréfagos e
eosindfilos. As citocinas liberadas pelas células tumorais ativam os
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mesmos fatores de transcricdo ativados em células do tumor, nas células
inflamatdrias e do estroma. Como resultado tem-se producdo de mais
mediadores  inflamatérios e concretizagio do  microambiente
inflamatdrio relacionado ao cancer (figura 1). Assim, a inflamacio
relacionada ao cincer tem muitos efeitos promotores de crescimento
tumoral (MANTOVANTI et al., 2008).

A infiltracdo de células do tumor por neutréfilos constitui a
primeira linha da defesa imune a injdria ou infec¢do. Quando as reacdes
contra patégenos tornam-se excessivas ou inapropriadas podem
contribuir para o crescimento e propagacdo do cancer e para
imunossupressdo associada ao desenvolvimento da doenca (CHIN;
PARKOS, 2007). A resposta imune anti-tumor é ainda regulada por
células dendriticas, cuja principal fungdo é a fagocitose e apresentagio
de antigenos, tendo papel crucial tanto na ativacdo da imunidade
antigeno-especifica quanto na manuten¢do; promovendo uma ponte
entre imunidade inata e adaptativa (BALKWILL; MANTOVANI,
2001).

O fator de transcricio nuclear B é a chave que coordena a
imunidade inata e a inflamacdo, e é considerado um importante
promotor de tumor endégeno. Em células tumorais e células do epitélio
com risco de transformacdo por carcindgenos (como células
inflamatdérias) NF-xB ativa a expressdo de genes que codificam
citocinas inflamatérias (IL-1B, IL-6, IL-23 e TNF-a), moléculas de
adesdo, enzimas para sintese de prostaglandinas via COX2, 6xido
nitrico sintase e fatores angiogénicos. Outra importante funcdo de NF-
kB é a promocdo de sobrevivéncia das células por meio da indugéo de
expressdo de genes anti-apoptose (KARIN, 2006).

Os mediadores e as células inflamatérias estdo envolvidos na
migracdo, invasdo e metdstase de células malignas, ndo apenas nos
estdgios inicias da oncogé€nese (MANTOVANI et. al, 2008). A
prostaglandina E2, derivada da COX2 promove a iniciagio e a
progressdo do tumor por estimular a proliferacdo celular, angiogénese,
migracdo celular e invasdo, enquanto inibe apoptose (CHAPKIN, et. al.,
2007). A capacidade invasiva de células malignas aumenta na presencga
de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6, possivelmente,
pela regulacdo positiva da expressdo de receptores de quimiocina
estimulada por estas citocinas (BALKWILL; CHARLES, K;
MANTOVANI, 2005). Os receptores de quimiocinas e seus ligantes
dirigem o movimento de células durante a inflamagdo, o cancer e a
manutencdo da homeostase dos tecidos, pois a presenca destes
receptores afeta a motilidade, o poder de invasio e de sobrevivéncia das
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células. Durante o processo de transformacio, muitas células comecam
a expressar receptores para quimiocinas e utilizam este como apoio a
migracdo e a sobrevivéncia em locais distantes do tumor original
(BALKWILL, 2004).
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Via extrinseca Via intrinseca

Inflamag&o ou infecgao J Ativagéo de onocgenes]

Ativacao de fatores de transcricao (NF-kB, STAT3, HIF1a)
em células tumorais

}

Producgéo de mediadores inflamatérios
(citocinas, quimiocinas, COX2,PGE)

|

Células inflamatérias
recrutadas

células supressoras

macrofagos derivadas da mieldide
eosindfilos 1 neutrdfilos

Ativagéo de fatores de transcrigdo
(NF-kB, STAT3,HIf1a) em células inflamatdrias,
ceélulas do estroma e células tumorais

|

Producgéo de mediadores inflamatérios
(citocinas, quimiocinas,COX2, PGE)

|

Inflamagao relacionada ao cancer

|

* proliferagao celular, sobrevivéncia celular

*angiogénese e linfangiogénese

*invasao, migracédo e metastase de células tumorais
*inibigdo da resposta imune adaptativa

*resposta alterada a hormonios e agentes quimioterapeuticos

Figura 1. Relacdo entre inflamac@o e cancer.
Fonte: Traduzido Mantovani et al., 2008
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3.1.4. Resposta Inflamatoéria e o Estado Nutricional

O processo inflamatdrio instaurado no céncer, sustentado por
mediadores inflamatdrios (interleucinas, quimiocinas) promove,
frequentemente, desnutri¢iio caldrica e protéica (MANTOVANI et al.,
2008). Os principais fatores determinantes sdo a reducdo na ingestdo
total dos alimentos, as alteragdes metabdlicas provocadas pelo tumor e o
aumento da demanda caldrica pelo seu crescimento; sendo que a
inflamagdo relacionada estd envolvida na exacerbagdo destes
determinantes (ARGILES, 2005).

Pesquisas indicam que pacientes com cancer apresentam taxas
de desnutricdo superiores aos demais pacientes hospitalizados. O
Inquérito Brasileiro de Avaliacdo Nutricional (IBRANUTRI) (2001)
realizado em 25 hospitais de 12 estados brasileiros e no Distrito Federal,
com 4.000 doentes hospitalizados na rede publica, identificou que 20,1
% dos pacientes internados eram portadores de cancer. Desses, 66,4 %
apresentavam-se com desnutri¢cdo, sendo 45,1% com desnutricio de
grau moderado e 21,3% de grau grave. Segundo Dias (2006), assim
como afirma Cabral (2000), a desnutricio em pacientes com céincer
apresenta uma incidéncia entre 30 e 50 %.

Pacientes podem inicialmente apresentar uma simples perda de
peso e progredir para o ponto onde estdo imunocomprometidos e com
suas reservas corporais completamente depletadas. A caquexia é uma
sindrome clinica multidimensional e multifatorial que afeta todos os
compartimentos do corpo, ndo sendo apenas sindonimo de perda de peso.
Pacientes com caquexia avangada podem apresentar anorexia, saciedade
precoce, fraqueza, perda de peso severa, anemia e edema. Portanto, a
inclusdo de indicadores de ingestdo alimentar e presenca de inflamacao
sistémica aos marcadores de perda de peso ajudam na identifica¢do e na
classificagdo dos pacientes com caquexia (FEARON; VOSS;
HUSTEAD, 2006; FEARON, 2008). Em estudo com pacientes com
cancer pancredtico, Fearon, Voss e Hustead (2006) definiram a
Sindrome da Anorexia Caquexia em estdgio avangado como: perda de
peso > 10% do peso usual antes da doenca, ingestdo alimentar < 1500
Kcal/dia e concentragdo de PCR > 10 mg/L. Os pesquisadores indicam o
uso de dois ou mais critérios, como rotina na identifica¢do clinica da
sindrome.

Os componentes metabdlicos da sindrome que levam ao
emagrecimento e caquexia sdo resultados da interacdo entre o
hospedeiro e o tumor. A presenca do tumor maligno freqiientemente



40

resulta em resposta inflamatéria do hospedeiro mediada por citocinas
pré-inflamatérias, mobilizagio de protefnas de fase aguda (ARGILES;
BUSQUETS; L()PES—SORIANO, 2003) e liberacdo de fatores que
induzem a mobilizacdo protéica (FEARON, 2008). Os mais importantes
mediadores pré-inflamatérios sdo as citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e o
Fator Indutor de Protedlise (PIF) (TISDALE, 2001). A IL-1 e o TNF-a
estdo envolvidos na anorexia, possivelmente pelo aumento dos niveis do
hormoénio liberador de corticotrofina, o neurotransmissor do sistema
nervoso central que suprime a ingestdo alimentar, e pela alteragdo de
outros sinais eferentes que regulam a saciedade (ARGILES;
BUSQUETS; LOPES-SORIANO, 2003). A IL-1, IL-6 ¢ TNF-o ainda
estimulam a resposta metabdlica de fase aguda com liberacdo de
proteinas  positivas, como PCR, fibrinogénio, a-antitripsina,
glicoproteina e reducdo de proteinas negativas, como albumina, pré-
albumina e transferrina. A resposta de fase aguda exacerbada leva ao
aumento dos triglicerideos circulantes, maior utilizacdo de &cidos
graxos, intolerincia a glicose (que passa a ser utilizada
preferencialmente pelo tumor), catabolismo protéico acentuado e
aumento na taxa metabdlica basal (STRASSER, 2003).

3.1.5. Marcadores da Resposta Inflamatdéria

Dentre os marcadores de resposta inflamatéria serdo abordados os que
foram incluidos no desenho do estudo.

3.1.5.1 Interleucina-6, Interleucina-1p, Fator de Necrose Tumoral- o

A Interleucina-6 é produzida prioritariamente por mondcitos e
macréfagos e em menor porcentagem por fibroblastos, células
endometriais, linfécitos T e B, condrécitos e células amnidticas. A
producio é estimulada por IL-1, interferon, TNF-a, lipopolissacarideos,
DNA virus e RNA virus (LUKASZEWICZ; MROCZKO;
SZMITKOWSKI, 2007). Ela desempenha importante papel na resposta
imunoldgica, hematopoiese e inflamacdo; devido a estas multiplas
atividades foi sugerido que IL-6 € o principal mediador envolvido na
resposta do hospedeiro a patégenos (LEE; VILCEK, 1989). Os niveis
séricos de IL-6 podem aumentar até 100 vezes na inflamacdo, por
conseguinte, esta citocina tem sido proposta como marcador precoce e
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sensivel, mas ndo especifico de reacdo inflamatéria (LUKASZEWICZ;
MROCZKO; SZMITKOWSKI, 2007). E um grande estimulo para
sintese hepdtica de proteinas de fase aguda, especialmente da PCR
(NIKOLAOS, et.al., 2005).

A IL-1B € uma potente citocina pré-inflamatdria secretada por
uma variedade de células imunes ativadas durante fase aguda e cronica
da resposta inflamatéria. Induz a liberagdo de IL-2, IL-6, IL-8 e VEGF.
IL-1 promove angiogenese, crescimento tumoral e metdstase em
modelos experimentais e em humanos (SAIKO, et al., 2003 falta modelo
humanos).

Bactérias patogé€nicas e outros microorganismos nocivos podem
induzir TNF-a via receptores Toll-like, sinalizacdo de NF-xB e aumento
de eficiéncia traducional. Existem evidéncias substanciais de que o
TNF-a estd envolvido na promogdo e progressdo de cinceres, tanto em
modelos experimentais como em humanos. Quando produzido no
microambiente do tumor, o TNF-a pode agir como promotor de tumor
endogeno por duas vias: prevenindo morte de células com potencial
malignidade; e pela estimulacdo de citocinas pré-inflamatérias em
células de origem mieloide e linfoide na massa tumoral. TNF-o pode ser
detectado em plasma de individuos com cancer, especialmente naqueles
com doenca avancada e progndstico ruim (PFITZENMAIER, at al.,
2003).

A IL-6 e o TNF-a podem iniciar a resposta imunoldgica inata
pela inducdo da fase aguda da inflamag@o, estimulam a diferenciacio de
linfécitos B e induzem a diferenciacdo permanente deste linfécito em
células  plasmaticas, que produzem diferentes classes de
imunoglobulinas (LEE; VILCEK, 1989). A IL-6 também estimula a
producdo de IL-2 e a express@o de seus receptores pelos linfécitos T.
Juntas, IL-6 e IL-2 ativam linfécitos T, que reconhecem antigenos e
entdo estimulam a producdo e a diferenciagdo de linfocitos citotéxicos
(LUKASZEWICZ; MROCZKO; SZMITKOWSKI, 2007).

A IL-6 parece estar envolvida também na transformacio
maligna, progressio do tumor e caquexia através da inibi¢do da
apoptose de células cancerigenas e inducdo de angiogénese tumoral. O
aumento da temperatura corporal pela indugdo da sintese de PGE ¢é
mediado por IL-6, IL-1p e TNF (CULING, et. al., 2005). A IL-6 pode
ser um estimulador potente de metdstase porque regula a expressao de
receptores de adesdo em células endoteliais, assim como estimula a
producdo de fatores de crescimento (BELLUCO; NITTI; FRANTZ,
2000).
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Virias investigacdes tém focado o uso de IL-6, TNF-a e PCR
como fator progndstico do cancer. Nikolaos et al. (2005) encontraram
concentragdo significantemente mais elevada destes marcadores em
individuos com cancer colo-retal comparados aos controles sauddveis.
Concentragdes séricas de IL-6 sdo comumente elevadas em pacientes
com cancer endometrial (BELLONE, et. al., 2005), de pulmio
(SONGUR, et. al., 2004), colo-retal (BELLUCO; NITTI; FRANTZ,
2000), renal (NEGRIER, et. al., 2004), de mama (SALGADO, et. al.,
2003) e de ovério (ZAKRZEWSKA; POZANSKI, 2001).

As concentragdes séricas de IL-6, em pacientes com cancer
colo-retal, estdo associadas com a progressio da doenga, grau
histolégico e invasdo da parede intestinal (LUKASZEWICZ;
MROCZKO; SZMITKOWSKI, 2007). Brozek, et. al. (2005)
concluiram que hd duas situacdes clinicas relevantes em que a
Interleucina-6 pode ter relagdo com desenvolvimento e progressdo de
tumor de célon. A primeira acontece se a sinalizac¢do para a proliferacio
celular advinda do receptor de IL-6 (IL-6R) for traduzida no STAT-3,
como normal a alta. Esta é a acdo mitogénica pardcrina de IL-6, que é
responsavel ndo apenas pela hiperproliferacdo de células epiteliais na
colite ulcerativa, mas também na progressdo do cancer colo-retal. A
segunda situagdo ocorre pela acdo efetiva da IL-6 no avanco do
carcinoma/adenoma em individuos que carregam o gene IL-6 variante
com alta sensibilidade a IL-1B. Belluco, Nitti e Frantz (2000)
encontraram concentragdes séricas elevadas de IL-6 em pacientes com
cancer colo-retal e demonstraram que uma concentracdo acima de 10
pg/ml, no momento pré-tratamento, pode ser um negativo e
independente fator progndstico no cancer colo-retal. Nikiteas, et al.
(2005) verificaram que concentragdes séricas de IL-6 correlacionaram-
se ao tamanho do tumor e altos niveis de IL-6 a PCR estdo associados
com maior mortalidade total.

3.1.5.2. Proteina C-reativa

A Proteina C-reativa (PCR) é primariamente sintetizada nos
hepatdcitos em resposta a IL-6. Entretanto existem vérias evidencias de
producdo extra hepdtica de PCR, como em macréfagos, tecido adiposo e
endotelial ou células da musculatura lisa (OUCHI, et. al.,, 2003;
VENUGOPAL; DEVARAJ; JIALAL, 2005).
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A concentracdo de PCR muda em resposta a infeccdo, injdria
celular e neoplasia. Esta mudanca € regulada positivamente por
citocinas, como IL-6, IL-8 e TNF-o0. A elevacdo nas concentracdes
séricas de PCR comeca em 8 a 12 horas ap6s o inicio da inflamagdo em
doengas infecciosas e cinceres, com picos de concentracio entre 24 a 48
horas. Eleva-se a medida que o processo inflamatério se intensifica,
possui meia-vida plasmadtica de 19 horas e € responsavel por amplificar
a resposta imune (MARNELL; MOLD; CLOSS, 2005).

Estudo em pacientes com cancer colo-retal indicou que aqueles
com concentracdes aumentadas de PCR sérica tém um pior progndstico
comparado com aqueles em que a concentragdo ndo se encontra elevado
(NIKOLAQOS, et.al., 2005). Concentracdo sérica de PCR aumentada
também foi associada aos tumores de grande tamanho, metdstases de
figado ou linfonodos e estdgios avancados segundo Durke’s stage
(CHUNG; CHANG, 2003). Otake et. al. (2009) demonstraram que esta
associacdo estd presente mesmo quando se controla possiveis fatores de
confusdo, como habito tabdgico e obesidade. O aumento de PCR
associa-se, também, com maior freqiiéncia de invasdo tumoral local e
risco aumentado de recorréncia em pacientes com cancer colo-retal
(NOZOE, et. al., 1998).

Segundo Shiu et. al. (2008) a PCR de 0.5 mg/dl no pré-
operatdrio € um fator independente de progndstico favordvel, sendo que
o aumento dos valores de PCR esta associado a baixa sobrevida. A partir
do pés operatdrio os niveis declinam lentamente. Koide et al. (2008)
concluiram que PCR pode ser um potente indicador progndstico e
terapéutico que prové valiosas informacdes para determinar a
necessidade de quimioterapia adjuvante no estdgio II do céancer colo-
retal.

3.1.5.3. Indice de Prognéstico Inflamatério e Nutricional

O Indice de Prognéstico Inflamatério e Nutricional (IPIN)
constitui-se na relacio entre dois marcadores de desnutricdo (albumina e
pré-albumina) e dois marcadores de processo inflamatério (alfa-1-
glicoproteina 4cida e proteina C-reativa), expressa em valores e
categorizados em wuma escala que avalia a intensidade da
inflamacdo/desnutricdo. Foi proposto em 1985 por Ingenbleek e
Carpentier.
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Inicialmente o IPIN foi usado em pacientes criticos,
especificamente em portadores da Sindrome da Anorexia Caquexia, e
nestes, o IPIN mostrou ser um sensivel e especifico marcador para
deteccdo simultdnea de mudangas recentes no estado nutricional e
inflamatério (NELSON; WALSH, 2002). Ingenbleek e Carpentier
(1985) sugeriram que o IPIN poderia ser usado no seguimento de outras
situagdes de doenca, tanto em adultos como em idosos (BONNEFOY,
et. al., 1998). Ja foram conduzidos estudos avaliando individuos com
cancer avancado (WALSH; MAHMOUD; BARNA, 2003), em
hemodialise (DESSI, et. al., 2009), entre outros. Quando os individuos
acometidos de cancer avangado apresentaram anorexia e perda de peso,
estes foram classificados nos escores aumentados de IPIN; sendo que
houve correlagdo dos escores de IPIN com os niveis séricos de IL-6 e
PCR (WALSH; MAHMOUD; BARNA, 2003).

Ingenbleek e Carpentier em 1985 obtiveram escores do IPIN
que variaram entre 0,47 em adultos sauddveis e 236 em adultos que
tiveram infeccdo e subsequentemente morreram. O progndstico é
definido pelos valores: >30 = paciente com risco de morte; entre 21 e 30
= paciente com alto risco de complicagdes; entre 11 e 20 = paciente com
risco médio de complicagdes; 1-10 = paciente com baixo risco de
complicacdes; <1 = paciente sem infeccao/inflamacdo (INGENBLEEK;
CARPENTIER, 1985).

Corréa et. al. (2002) realizou uma comparacdo entre a relagio
PCR/albumina e o IPIN proposto por Ingenbleek e Carpentier visando
redugdo de custo. Participaram do estudo 66 individuos de ambos os
sexos (12 sadios e 54 portadores de diferentes doencas metabdlicas) e
concluiu que hd possibilidade de substituicdo dos marcadores (o-1-
glicoprotefna 4cida, ceruloplasmina, a-1-antitripsina, proteina ligadora
do retinol, transferrina, transtiretina) mantendo-se o mesmo poder e
sensibilidade para o progndstico. A equivaléncia de valores
classificatérios dos graus de risco de complicacdes do estresse
inflamatério quando se utiliza a relagio PCR/albumina € apresentada:
sem risco= <0,4; baixo risco= 0,4-1,2; médio risco= 1,2 -2,0; alto risco
=>2,0 (CORREA et. al., 2002).

3.2. ACIDOS GRAXOS OMEGA-3
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3.2.1 Caracterizacao Bioquimica

Os 4cidos graxos sdo 4cidos carboxilicos que podem ser
representados pela férmula R-COOH, onde R significa uma cadeia
alquil composta de dtomos de carbono e hidrogénio, geralmente nao
ramificados e com nimero par de dtomos de carbono, e COOH constitui
o grupo carboxila terminal (FAHY et al., 2005).

Omega-3 é o nome dado a uma familia de dcidos graxos, na
qual a primeira insaturagdo encontra-se no carbono trés. Quando
formado por dezoito carbonos € denominado dcido alfa-linolenico
(ALA) [18:3(n-3)]; por vinte, ecoisapentaendico (EPA) [20:5(n-3)]; e
por vinte e dois carbonos denomina-se docosahexaendico (DHA)
[22:6(n-3)], sendo o EPA e o DHA classificados como 4cidos graxos
Omega 3 de cadeia longa (HARDMAN, 2004).

3.2.2. Fontes Dietéticas

Apenas as plantas sintetizam Odmega-3 com dezoito carbonos
(ALA). Ele estd contido em vdrios tipos de Oleos (canola
aproximadamente 11%; linhaca 57%; soja 8%) e em vegetais de folha
verde escura (CALDER; DECKELBAUM, 2008).

Os 4cidos graxos de cadeia longa sdo produzidos primariamente
no ecossistema pelas algas. Os Peixes consomem algas e entdo sdo ricos
em EPA e em DHA (ARTEMBURN; HALL; OKEN, 2006). A
quantidade de dmega 3 contida nos peixes varia de acordo com a espécie
diferenciando-os de acordo com a dieta, a temperatura da dgua e a
estacdo do ano, de forma inter-relacionada. Em geral, os peixes gordos
contém de 1,5 a 3g de dmega 3 por por¢do média. Assim, o consumo de
uma por¢do de peixe na semana vai equiparar a ingestdo de EPA mais
DHA de aproximadamente 0,2 - 0,45g por dia. E importante, também,
perceber que quantidades diferentes do dcido graxo EPA e do DHA
existem em diferentes espécies de peixe. Por exemplo, salmdes contem
duas vezes mais EPA do que DHA enquanto os atuns contém o dobro de
DHA em relacio ao EPA (CALDER; DECKELBAUM, 2008). Os
peixes com maior quantidade sdo: salmio, atum, truta, arenque, cavala,
sardinha entre outros (ROYNETTE, et. al., 2004).

Visentainer et al. (2000) avaliou concentracdes do acido graxo
EPA e de DHA em espécies de peixes marinhos da costa brasileira
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(atum, bonito, olho de boi, cavalinha, sardinha e serra) em amostras de
filé e de olho e observaram que os teores de DHA para uma determinada
espécie foram sempre superiores no olho em relagcdo ao filé, sendo o
mesmo observado para o EPA em quatro das espécies (olho de boi,
cavalinha, sardinha e serra). Observou-se que os teores de DHA foram
superiores aos teores de EPA, exceto para a sardinha, e que a somatéria
dos niveis de EPA e DHA em filés foram maiores para as espécies
sardinha e bonito, sendo média de 32,45% do total de lipideo da
sardinha e 30,5% do bonito. Estes valores mostram que estes peixes sao
uma boa fonte alimentar destes dcidos, especialmente a sardinha por ser
uma fonte com prego acessivel no Brasil. Moreira et al. (2003) avaliou
concentracdes de EPA e de DHA em cabegca de peixes de outras
espécies brasileiras: matrinxa (B. cephalus), Piraputanga (B. microlepis)
e Piracanjuba (B. orbignyanus), e encontrou valores de concentragdo
inferiores aos analisados por Visentainer (< 2,5%). Meneses et al.,
(2008) analisou amostras de filés de peixes in natura de espécies de
tainha (Mugil cephalus) e camurim (Centropomus undecimalis) e
verificaram que a somatdria do dcido eicosapentaendico e do dcido
docosahexaendico foi maior na tainha (10,47 %).

3.2.3. Interconversao e Dose Resposta em Humanos

Organismos de mamiferos, diferentemente das plantas, nédo
possuem as enzimas desaturases A12 e A15 necessdrias para sintese do
dcido graxo alfalinolénico. ALA. Por essa razdo, este 4cido graxo
poliinsaturado € considerado essencial (ROYNETTE, et. al, 2004). Os
humanos t€ém um mecanismo enzimdtico que converte o ALA em outros
dcidos graxos da familia 6mega-3 de cadeia alongada. A interconversio
ocorre primariamente no figado, no reticulo endoplasmadtico e envolve
uma série de enzimas elongases, que adicionam duas unidades de
carbono ao dcido graxo, e enzimas desaturases, que inserem duplas
ligacdes na molécula; a conversdo final de ALA a DHA precisa de uma
reacdo de B-oxidacdo (ARTEMBURN; HALL; OKEN, 2006).

A partir desse processo, os humanos podem obter os dcidos
graxos EPA e DHA a partir de ALA. Desta forma, o EPA e o DHA néo
sdo 4cidos graxos essenciais (ARTEMBURN; HALL; OKEN, 2006).
No entanto, a interconversao de dcidos graxos € limitada em humanos e
pode variar em subgrupos da populacio, de modo que a maneira mais
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efetiva de aumentar um acido graxo dmega-3 especifico é fornecendo-o
ao individuo (BURDGE; CALDER, 2005).

Oleo de peixe dietético, rico em EPA e em DHA, € rapidamente
incorporado as células, primariamente na membrana fosfolipidica de
células sanguineas na posicao sn-2, sugerindo que ele pode ter efeito em
vérios aspectos da funcdo celular (SIMOPOULOS, 2002). Arterburn,
Hall e Oken (2006), realizaram uma revisdo sistematica de estudos sobre
a suplementacdo de diferentes quantidades de dmega-3 e sua relacdo
com a resposta plasmdtica em humanos, concluindo que: a
suplementacdo de DHA triacilglicerol ou DHA etil ester apresenta
aumento dose-dependente na concentracio plasmdtica e aparente
crescimento linear na concentracdo de EPA; a suplementacio isolada de
EPA etil ester (=4g/dia) resulta em aumento significante das
concentra¢des de EPA no plasma e em fosfolipideos, mas ndo mostra
aumento significativo na concentragdes de DHA - sendo consistente
com o conceito de baixa interconversdo enzimatica de EPA para DHA -
; 0 Oleo de peixe contendo combinacdo de EPA e DHA apresenta
aumento consistente de ambos no plasma sendo que as concentra¢des
aumentam de maneira linear, no entanto, o DHA parece ter uma dose de
saturacdo em aproximadamente 1,2g/dia; a suplementagcdo conjunta de
EPA + DHA + ALA evidencia que ALA € ineficiente em aumentar
qualquer 4cido graxo Omega-3 no plasma (ARTERBURN; HALL;
OKEN, 2006). Bonatto (2008) encontrou aumento na incorporagio
plasmitica de 4cidos graxos de 3,2 vezes para EPA e 2,7 para DHA apds
suplementacdo de individuos em quimioterapia com dois gramas de dleo
de peixe por oito semanas.

Estudos em cultura de células identificaram que a
suplementacdo dietética de EPA e DHA podem também elevar as
concentrac¢des teciduais destes dcidos graxos. (ARTERBURN; HALL;
OKEN, 2006). Em células imunes, Rees et. al. (2006) demonstraram
que o aumento da ingestdao de EPA e de DHA resultou em elevagao dos
respectivos dcidos graxos de maneira dose dependente nas membranas
celulares. Yaqoob et. al. (2000) encontraram, apds suplementagcdo
durante 12 semanas de 2,1g de EPA mais 1,1g de DHA em individuos
sauddveis, picos de incorporagdo destes dcidos graxos em células
imunes apds quatro semanas; sendo que esta se mostrou ascendente
durante todo o perfodo de suplementacdo. Bonatto (2008) apds
suplementacdo com 2 gramas por dia de d6leo de peixe durante oito
semanas em individuos com doengas oncoldgicas verificou aumento de
1,6 vezes na quantidade de EPA em neutréfilos e de 1,9 de DHA, em
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contraste com uma reducdo de 1,25 vezes na concentracdo de acido
araquidonico (AA).

3.3.4. Ingestao Adequada

A Ingestdo Adequada (Al) estabelecida nas Dietary References
Intakes (DRI's) para o 4cido graxo alfa linolénico varia de 1,1g/dia para
mulheres a 1,6g/dia para homens. Nao existe limite mdximo (UL)
estabelecido (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002), assim como ndo ha
valores recomendados pelas DRI’s para EPA e DHA, apenas a indicagdo
de que podem compor até 10% da quantidade estabelecida para o 4cido
graxo alfa linolénico. Isto porque, segundo o Comité Técnico em
Lipideos, em 2002, nido havia ainda evidencias cientificas que
embasassem a recomendag¢do. Entretanto, o mesmo Comité realizou um
workshop em junho de 2008 para analisar as novas evidéncias em
doengas coronarianas, cincer e deméncias e concluiu que a
recomendagdo deve ser de ingestdo didria entre 250 e 500mg de
EPA+DHA para prevencdo de doenca coronariana (HARRIS, et. al.,
2009).

3.3.5. Modulacao da Resposta Inflamatoéria

Acidos graxos poliinsaturados tm inimeras funcdes vitais no
corpo humano. Como fosfolipidio estrutural de membranas celulares,
eles modulam a fluidez da membrana, sinaliza¢do celular e interacdes
celulares (ROYNETTE, et. al., 2004). DHA é o mais insaturado acido
graxo de membrana, sendo altamente flexivel dentro desta e
particularmente efetivo em acomodar mudancas transitdrias associadas a
ativacdo de proteinas de membrana (GAWRISH; ELDHO; HOLTE,
2003).

Os 4cidos graxos poliinsaturados sdo responsdveis pela
formacdo de eicosandides: prostaglandinas (PGs), tromboxanos e
leucotrienos (LTs), que sdo mediadores e reguladores da intensidade e
duracdo da resposta inflamatéria (TILLEI; COFFMAN; KOLLER,
2001). Assim, uma das formas de regulacdo da resposta inflamatéria é
através da regulacio negativa da sintese de eicosandides pro-
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inflamatdrios. Os 4dcidos graxos 0mega-3 DHA, EPA, ALA e o 4cido
graxo AA (pertencente a familia dmega-6) competem por incorpora¢io
em fosfolipidios de membrana. A propor¢do relativa destes acidos
graxos determina, apos clivagem pela fosfolipase, a disponibilidade dele
como substrato para a ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase (LOX) e,
consequentemente, determina o equilibrio entre eicosandides. A
membrana fosfolipidica normalmente contém niveis muito mais altos de
AA que de EPA e DHA. Os 4cidos graxos de 20 carbonos sdo
mobilizados da membrana celular pela acdo das fosfolipases A2 e C, e
subseqiientemente metabolizado pela COX ou LOX. O AA ¢
metabolizado em série 2 de prostaglandinas (PGE2) e tromboxanos, e
sériec 4 de leucotrienos (LTB4). A metabolizacio de EPA gera
eicosandides derivados da COX que recebem o sufixo “3” e os da LOX
o sufixo “5” (DUPERTUIS; MEGUID; PICHARD, 2007).

As séries pares geradas tendem a ser pré-inflamatdrias e
proliferativas em muitos tecidos. As séries impares produzidas pela
mobilizacdo de EPA e DHA - que sdo preferencialmente utilizados
pelas enzimas COX e LOX - tendem a promover menor inflamagio e
proliferacdo, sendo menos favordveis ao desenvolvimento e crescimento
de células cancerigenas (SIMOPOULOS, 2002; HARDMAN, 2004).
Dentre as a¢Oes pré-inflamatérias de LTB4 estd o aumento de producdo
de IL-6, IL-1 e TNF-0, assim como o aumento de IL-6 esta entre as
acdes pré-inflamatérias da PGE2(TILLEI; COFFMAN; KOLLER,
2001).

Recentemente a PGE2 tem sido apresentada como inibidor de
duas cldssicas citocinas pré-inflamatorias, a IL-1 e TNF-a. Assim, este
eicosandide parece ser responsdvel por agdes pré e antiinflamatdrias, e
conseqiientemente alguns eicosandides derivados de AA podem ser
importantes para a resolucdo da inflamacdo (CALDER, 2009). Miles,
Allen e Calder (2002) demonstraram que PGE2 e PGE3 tém efeito
inibitério equivalente sobre a producdo de IL-1 por células
mononucleares humanas, sugerindo que EPA e AA nio possuem sempre
diferentes propriedades.

Estudos tém descrito novos grupos de mediadores lipidicos: as
resolvinas, protectinas e as lipoxinas. Estas sdo consideradas moléculas
endégenas pré-resolugcdo, pois promovem absor¢do e eliminagdo de
microorganismos e células apoptoticas pelos macréfagos nos locais de
inflamagdo. Resolvinas e protectinas sdo biossintetizadas a partir dos
acidos graxos Omega-3 de cadeia longa (EPA e DHA), e lipoxina a
partir de AA (SERHAN; CHIANG;VAN DIKE, 2008). Os neutr6filos
dentro do exudato podem mudar seu fenétipo para gerar mediadores de
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protecdo derivados de 4cidos graxos a fim de promover resolugio e
retorno da homeostase (SERHAN, 2009).

Os mediadores formados a partir de EPA sdo gerados por uma
série de reacdes envolvendo COX2 e LOXS5 e sdo denominados
Resolvinas-E. Estes mediadores parecem exercer potente acdo
antiinflamatéria em: neutr6filos, macréfagos, células dendriticas e
células T (figura 2) (CALDER, 2009; SEKI, TANI, ARITA, 2009).

EPA
COX-2

13(R) - HpEPE

S-LOX +
outrasreacdes

Eesolvinas séne B

(EvE1,EvE2)

Figura 2. Via de sintese de Resolvina-E através de EPA.
Fonte: Adaptado CALDER, 2009.

Os mediadores derivados de DHA sdo denominados Resovinas
D e s@o produzidos por vias similares. Apresentam potente acio na
inibi¢do da infiltracdo por neutr6filos (SHERHAN; CHIANG; VAN
DIKE, 2008). Estes achados tornam DHA t3o importante quanto EPA na
modulacdo da resposta inflamatéria (CALDER, 2009). O DHA € ainda
convertido em outra molécula chamada protectina. Estas sao
distinguidas pela presenca de trés duplas ligacdes conjugadas. Possuem
potente bioatividade no bloqueio da ativacio de neutréfilos e na redugéo
da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (SHERHAN; CHIANG;
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VAN DIKE, 2008; SHERAN, 2009). A combinagdo de moléculas pré-
resolu¢do e antagonistas das vias COX e LOX parece ser uma boa
estratégia para recuperacdo e restauracdo do controle da inflamacio
(SHERHAN; CHIANG; VAN DIKE, 2008).

Mediadores da resposta inflamatéria também podem interferir
na apoptose celular via NF-xB. Quando ativado, o fator de transcri¢do
nuclear B, bloqueia a morte celular e apoptose, sendo freqiientemente
super regulado em células cancerigenas, resultando em células que sio
resistentes aos farmacos quimioterdpicas ou a radia¢do e ndo morrem em
resposta ao dano genético que tenha ocorrido (KARIN, 2006). Estudos
sugerem efeitos diretos do 4cido graxo Omega-3 e seus mediadores
inflamatdrios sobre a expressao genética através da inibicao da ativagdo
de NF-xB; EPA e DHA, enquanto mediadores da expressdo génica, sdo
responsdveis por regulacdo negativa destes (NOVAK, 2003).

3.3.6 Imunomodulacao

O sistema imune tem duas divisdes funcionais: imunidade inata
ou natural e a adquirida ou adaptativa. A resposta inata € a primeira
linha de defesa contra agentes infecciosos; ela consiste em barreira fisica
(pele), fatores soldveis e células fagociticas. Nao possui memdria, sendo
ativada pela exposicdo a agentes infecciosos. A resposta imune
adquirida envolve linfécitos e € altamente especifica. (CALDER, 2007).
Os fosfolipidios de células imunes (neutréfilos, linfécitos, mondcitos) de
humanos que consomem uma tipica dieta ocidental contém
aproximadamente 20% dos 4cidos graxos na forma de AA e
aproximadamente 1% como EPA e 2,5% como DHA (REES, et. al.,
2006).

Os acidos graxos realizam uma variedade de papeis nas células
imunes. Eles agem como: combustiveis para geracdo de energia;
componentes da membrana fosfolipidica contribuindo para atividades
fisicas e funcionais da membrana; modifica¢des covalentes na estrutura
de proteinas influenciando a localizacdo celular e fung@o das proteinas;
regulacio da expressdo genética e de seus efeitos na atividade de
receptor, no processo de sinalizac@o intracelular e na ativacdo do fator
de transcri¢do; precursores para sintese de lipidios bioativos como
prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), lipoxinas e resolvinas.
Mudanga na composicio dos fosfolipideos da membrana pode alterar as
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funcdes citadas. Como resultado destes efeitos, ativacdo do fator de
transcricdo pode ser alterada e a expressdo de genes modificada
(CALDER, 2007; CALDER, 2008).

Além das vias de modulagdo ja descritas e comuns as demais
células envolvidas na inflamagdo, a incorpora¢do dos &4cidos graxos
Omega-3 nos fosfolipideos de células imunes estd envolvida em outras
vias de resposta. Estudos in vitro t€m demonstrado que alteracdes nos
fosfolipidios de membrana de fagdcitos modificam sua capacidade
fagocitica. A ingestdo didria de 1,5g de EPA mais DHA por seis meses
por humanos voluntérios sauddveis aumentou a atividade fagocitdria de
neutréfilos em 40% e de mondcitos em 200% (KEW et. al., 2003).
Bonatto (2008) avaliou o efeito da suplementacdo de 2g/dia de d6leo de
peixe durante oito semanas por individuos em quimioterapia, e verificou
aumento da incorporacdo de EPA e DHA nos neutréfilos e no plasma e
aumento de 1,87 vezes na atividade fagocitdria de neutréfilos quando
comparada ao grupo controle.

Outra funcdo das células imunes que pode ser modulada pela
incorporagdo de dcidos graxos w-3 de cadeia longa € a apresentacdo de
antigenos. Sanderson, et. al. (1997) mostraram que ratos alimentados
com rag¢do rica em 6leo de peixe apresentavam diminuicdo de expressdo
de MHC classe II em células dendriticas o que foi associado a
diminuicdo na capacidade de apresentar antigenos a células do timo
sensibilizadas. Recentemente, tem-se evidenciado efeito de 4cidos
graxos polinsaturados na expressdao de MHC classe I (CALDER, 2008).

3.3.7. Acidos Graxos 6mega-3 e a Terapia do CAncer

Estudos com 4cido eicoisapentaendico tém evidenciado a
inibicdo do processo inflamatério in vivo, assim como tem evidenciado
associa¢do com ganho de peso, melhor resposta a terapéutica, menores
complicacdes e frequente aumento da sobrevida em pacientes com
cancer (ELIA, et.al., 2006; JHO, et. al., 2004). Ingestdo dietética de
acidos graxos Omega-3 tem sido co-relacionada com supressio de
transformacdo neopldsica, angiogénese e crescimento de células
tumorais (SIMOPOULOS, 2002). Estudos com culturas de células e em
animais t€m relatado a habilidade dos dcidos graxos Omega-3 de
diminuir a citotoxidade de algumas drogas anti cancer. Na terapéutica
do cancer de célon, combinacdo de emulsio de Omega-3 com 5-
Fluoracil resultou em efeito inibitério aditivo na linhagem de células
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Caco-2, sendo este achado reproduzido em diferentes linhagens de
células de cancer de coélon (LS174T, Colo 320, HT-29, Colo 205)
(JORDAN, STEIN, 2003).

Em estudo conduzido por Burns, et al. (2004), pacientes com
cancer avangado, perda de peso > 2% no ultimo més e que estavam em
tratamento  quimioterdpico ou radioterdpico (n= 43) foram
suplementados com altas doses de Omega-3 (8,5 g EPA e DHA,
divididos em 11 cdpsulas, para individuo com 70 kg). A média de tempo
de tratamento foi 1,2 meses embora o planejamento fosse de dois meses.
A interrupgio ocorreu devido intolerancia individual a dose. A média de
perda de peso foi de 0,8 kg, sendo que 24 pacientes apresentaram
estabilizagao (BURNS, et. al., 2004).

Courtnei, et al. (2007) usaram suplementacdo encapsulada de
EPA na quantidade total de dois gramas por dia por trés meses, em 14
pacientes com adenoma colo-retal. Doze individuos relataram ndo
apresentar nenhum efeito colateral e dois relataram diarréia, sendo que o
quadro melhorou com redu¢do da dose para 1g e 1,5g. Ocorreu aumento
significativo de dcido graxo EPA na mucosa coldnica dos pacientes
suplementados e esta elevacdo foi associada com reducdo significativa
da proliferacdio e aumento da apoptose na mucosa comparado ao grupo
controle (COURTNE], et. al., 2007).

Foram identificados dois estudos visando terapia nutricional
com O6leo de peixe em pacientes com cancer colo-retal durante
quimioterapia:

Read et. al. (2007) avaliaram o impacto de um suplemento
hipercaldrico, hiperproteico e rico em EPA durante 12 semanas (trés
semanas antes de iniciar a quimioterapia e nove semanas durante a QT),
em 23 pacientes com cancer colo-retal avangado. Eles foram orientados
a consumir duas unidades/dia do suplemento, que fornecia 2.18g de
EPA e 0,92g de DHA. Quinze pacientes concluiram os trés ciclos de QT
tomando o suplemento. O reflexo sobre a massa corporal foi de aumento
de 2,5 kg no periodo pré-quimioterapia e estabilizacdo durante a
quimioterapia. A PCR aumentou significativamente entre o inicio e a
terceira semana de suplementacdo, com posterior diminui¢do
significativa durante a quimioterapia. Apenas trés das 16 citocinas
avaliadas foram alteradas significativamente durante a suplementacgio,
com correlagdo entre sobrevida e valores médios de IL-10 e IL-6 e entre
toxicidade e IL-12. Foi encontrado correlacio entre niveis basais de IL-6
e PCR (READ, et. al., 2007).

Bonatto (2008) avaliou também o estado nutricional dos
individuos em tratamento oncoldgico. Dos 19 pacientes que foram
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suplementados com dois gramas de 6leo de peixe encapsulado por oito
semanas, dez tinham doenca localizada em colo e ou reto. Nao houve
diferenca estatistica no peso dos pacientes com e sem suplemento; no
entanto, dos 19 individuos suplementados, 12 apresentaram ganho de
peso e dois mantiveram; dentre os ndo suplementados treze
apresentaram reduco de peso e seis ganharam peso.



4. METODO
4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Estudo clinico, controlado, randomizado.

4.2 AMOSTRA DO ESTUDO

A amostra foi de conveniéncia, determinada por saturagfo
temporal (novembro, 2009 a junho, 2010), foi constituida por individuos
com idade acima de 18 anos, de ambos os sexos, com diagndstico de
cancer colo-retal, atendidos no ambulatério do Centro de Pesquisas
Oncoldgicas de Florian6polis (CEPON) e que estivesse data de inicio do
tratamento quimioterdpico dentro do periodo estipulado.

Critérios de inclusdo: Idade superior a dezoito anos; possuir
diagnéstico de neoplasia colo-retal; estar apto a iniciar tratamento
quimioterdpico no CEPON; aceitar participar das avaliacdes
antropométrica, dietética e bioquimica assinando o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusdo: ter idade inferior a dezoito, estar em
tratamento paliativo, estar com prescricdo de dieta parenteral, possuir
diagnéstico de doenca infecto-contagiosa, ser alérgico a peixe e
derivados.

A triagem de individuos aptos a participar do estudo foi
realizada pelo médico, durante atendimento ambulatorial, com
encaminhamento ao setor de nutri¢do, ou no setor de quimioterapia
através de consulta nas guias de solicitacdo de liberacdo. No setor de
nutricdo os individuos tiveram conhecimento do estudo, receberam
informacdes quanto ao delineamento e foram convidados a participar
dele. A assinatura do termo de consentimento livre esclarecido
(apéndice A) pelos individuos que aceitaram participar da pesquisa
aconteceu no primeiro dia, sendo precedida pela leitura conjunta
(nutricionista e paciente).



56

4.3. GRUPOS DO ESTUDO

Os individuos foram alocados, de forma randomizada, em dois
grupos: Grupo suplementado (GS) e grupo ndo suplementado (GNS). O
GS foi composto por pacientes que receberam suplemento nutricional de
6leo de peixe. A quantidade didria estabelecida foi de dois gramas de
6leo de peixe, sendo 609 miligramas (mg) de dacidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa da familia dmega-3 [366,66 mg de dcido
eicosapentaendico (EPA) e 242,66 mg de &cido docosahexaendico
(DHA)], durante nove semanas.

A alocag@o no grupo suplementado ou nfo, foi realizada de
acordo com o dia do més em que o individuo foi encaminhado ao setor
de nutricdo ou foi identificado pela nutricionista no servico de
quimioterapia: se dias pares foram alocados no GS, se dias impares no
GNS.

4.4. CARACTERIZACAO DO SUPLEMENTO NUTRICIONAL DE
OLEO DE PEIXE

A suplementacdo do 6leo de peixe foi realizada através do
consumo de 4 cdpsulas de 500 mg por dia. Cada capsula fornece
aproximadamente 4,3 quilocalorias, sdo compostas por gelatina e
glicerina e contem 160 mg de gordura saturada, 130 mg de gordura
monoinsaturada, 200mg de poliinsaturada, além dos 150mg de EPA +
DHA e 3mg de colesterol. As cdpsulas contém vitamina E (a-tocoferol),
como antioxidante. O produto é registrado no Ministério da Satdde na
categoria de alimento com o nimero: 6.2358.0006.001-4 (Omega-3,
2009).

4.5. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo foi dividido em dois momentos assim
delineados: (figura 3).
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Pré-suplementacdo (T1): Caracterizado pela identificacdo de
todos os individuos, assim como avaliacdes antropométricas e da
resposta inflamatdria. Os individuos receberam as guias de solicitagdo
de exames (anexo A) e foram orientados a comparecer ao Laboratdrio
Meédico Santa Luzia® para coletas de sangue e realizagdo das andlises
clinicas. Os pacientes do GS receberam as cdpsulas de 6leo de peixe e as
orientagdes de consumo, tanto verbalmente como impressas.

Pés-suplementagdo (T2): Localizagdo temporal em nove
semanas apos T1. Caracterizado pela repeticdo das avaliagdes
antropométricas e da resposta inflamatéria. Todos os individuos
receberam as guias de solicitagdio de exames (anexo A) e foram
orientados a comparecer ao laboratério de andlises clinicas ja citado para

realizacdo da coletas de sangue.

O recordatério de frequéncia de consumo de peixes foi
realizado no T1. Também foi aplicado um recordatério alimentar de 24h
em T1, outros dois foram realizados dentro de um periodo de 30 dias.

O pesquisador e colaboradores mantiveram contato com oS
sujeitos durante o estudo. O contato foi realizado na instituicio onde
eles realizam o tratamento quimioterdpico (CEPON) a cada sessdo de
quimioterapia — normalmente semanal - e via ligacdo telefénica, uma
vez por semana.
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Figura 3. Delineamento do estudo. Florianopolis — SC, 2011
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4.6. INSTRUMENTO E TECNICAS DE COLETA DE DADOS
4.6.1 Identificacao dos individuos

Os individuos da amostra foram identificados por meio de
anotacdes, no instrumento de coleta de dados da pesquisa (apéndice B),
dos seguintes dados pessoais: nome completo, sexo, data de nascimento,
procedéncia, endereco residencial, telefone e e-mail, ndmero de
prontudrio no CEPON; assim como, os seguintes dados clinicos:
localizacdo do tumor, estadiamento, farmacos utilizados, protocolo
quimioterdpico, comorbidades.

4.6.2 Avaliacao do estado nutricional

Para a avaliagdo do Estado Nutricional foram realizadas aferi¢oes
antropométricas de peso e estatura

4.6.2.1. Peso e estatura

O peso e a estatura foram aferidos com o avaliado descalgo,
com vestes leves utilizando-se balanca eletronica da marca Toledo, com
plataforma e capacidade médxima de 150 quilogramas (kg) em escala de
100 gramas (g) e régua antropométrica acoplada de 2,0 metros (m)
(Toledo Brasil em Sao Bernardo do Campo, SP). O individuo avaliado
posicionou-se em pé na posicdo ereta, pés afastados a largura do quadril
com o peso dividido em ambos os pés, com a cabeca posicionada de
forma que a linha de visdo seja perpendicular ao corpo (WHO, 1995).

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado por meio da
férmula IMC = P/(A), sendo P = peso (em quilogramas) e A = altura’
(metros)/ kg/m”. Para a classificacdo do estado nutricional segundo o
IMC foram utilizados os pontos de corte recomendados para populagdo
adulta (WHO, 1998): IMC < 18,5= baixo peso; 18,5 > IMC < 25=
eutrofia; 25 > IMC < 30 = sobrepeso; IMC > 30 obesidade e para
populacdo idosa utilizou-se os seguintes pontos de corte: baixo peso
(IMC <23 kg/mz), peso normal (23 < IMC < 28 kg/mz), pré-obesidade
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(28 < IMC < 30 kg/m®) e obesidade (IMC > 30 kg/m?), de acordo com a
Organizagdo Pan-Americana da Satude (OPAS, 2001).

4.6.3. Avaliacio da resposta inflamatoria
4.6.3.1. Coleta do sangue

Segundo o protocolo do laboratério de andlises clinicas, os
individuos foram orientados a realizar oito horas de jejum antes da
coleta do sangue. As amostras dos pacientes foram obtidas por pungio
venosa na regido cubital do antebraco utilizando tubos a vicuo. Em
seguida o sangue total foi centrifugado, separado, e uma aliquota de soro
foi armazenada em freezer -200C para as dosagens das citocinas.

4.6.3.2. Citocinas

No dia do ensaio, as amostras foram descongeladas em
geladeira e imediatamente realizou-se a técnica de Enzimaimunoensaio
(ELISA) fase sélida, método sanduiche. Para cada citocina, utilizaram-
se anticorpos monoclonais especificos, anti- TNF-a, anti- IL- 1 e anti-
IL-6 (BD Biosciences, SanJose, CA).

As sensibilidades identificadas nos kits foram: TNF-a = 2,0
pg/mL, IL- 1B = 0,8 pg/mL e IL-6 = 2,2 pg/mL. Os coeficientes de
variacdo (CV) intra e interensaios descritos pelo fabricante dos kits
foram: intra CV: TNF-a = 4,90 + 3,67%, IL-1B = 2,01 £2,80% e IL-6 =
7,27 £6,70%; inter CV: TNF-o = 8,83 + 6,13%, IL-13 =4,00 £ 4,51% ¢
IL-6 = 7,70 £ 9,37%. Curvas-padrao com concentra¢des conhecidas de
cada citocina, TNF-a (0 - 500 pg/mL) (Cat. NO. 550610), IL-1p (O - 125
pg/mL) (Cat. NO. 557966)e IL-6 (0 - 300 pg/mL) (Cat. NO. 550799)
também tiveram suas densidades Oticas determinadas, permitindo a
quantificacdo dos valores desconhecidos com o auxilio da equagdo da
reta. As leituras de todas citocinas e suas respectivas curvas-padrdo
foram realizadas em leitor de ELISA (TP-Reader, Thermo Plate, China).
Os valores foram expressos em pg/mL.
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4.6.3.3. Proteina C-reativa

Para andlise foram utilizadas amostras de soro humano
completamente coagulado e sem vestigios de fibrina ou particulas apés a
centrifugacdo. O reagente utilizado foi o CardioPhase® hsCRP.

Os valores de proteina C-reativa foram expressos no intervalo
de medic¢do altamente sensivel (hsPCR) e mensurados pelo método ultra
sensivel de imunonefelometria de particulas reforcadas pelo sistema BN
(marca comercial da Siemens Healthcare Diagnostics/ Malburg,
Germany).

A quantificacio de PCR pelo método de nefelometria
fundamenta-se na determinacdo do movimento das particulas numa
solucdo (turbidez), formadas pelos complexos antigeno-anticorpo (PCR
ligada ao anticorpo monoclonal anti-PCR). Nesta técnica, particulas de
poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal de camundongo
contra a PCR humana, formam aglutinados quando colocadas frente a
uma amostra que contenha PCR. Um feixe de luz incidente passa pela
cuveta onde estd ocorrendo a reacdo antigeno-anticorpo com
conseqiiente formagdo de aglutinados, e sofre entdo uma dispersdo
proporcional a concentragdo dos aglutinados no tubo. O feixe de luz que
sofre a dispersdo € detectado por sensores que o transformam em um
sinal. Este sinal, plotado na curva de -calibracdo, determinard a
concentra¢do de PCR da amostra na unidade desejada. A concentragéo
de PCR na amostra € diretamente proporcional ao feixe de luz disperso e
conseqiientemente ao sinal detectado pelos sensores (LUHR e MODI,
2003).

Foram seguidas todas as recomendagdes solicitadas pelo
fabricante referentes ao preparo das amostras de soro e dos reagentes
antes do processo analitico. Os protocolos do ensaio estdo contidos no
manual de utilizacdo e no software do respectivo instrumento.

Foram considerados como valores normais os niveis inferiores a
3 mg/dl e como valores aumentados, os niveis acima de 3 mg/dl. O
cdlculo dos resultados da andlise foi efetuado automaticamente em
mg/L.
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4.6.3.4 Albumina

A concentracio de albumina sérica foi determinada
quantitativamente pelo método colorimétrico de verde de bromocresol
(DOUMAS, WATSON E BIGGS, 1971). O procedimento consistiu em
adicional 25pL do soro em 5 mL do reagente de cor, contendo solucio
de verde de bromocresol (Merck), tampdo cuccinato 0,1M (Merck) e
surfactante ndo idnico 35% em pH 4,0. O complexo albumina-
bromocresol foi medido como uma reacdo de ponto final a 596/694 nm
(ADVIA Chemistry system, Siemens Diagnostics). Valor de referéncia
adotado de 3,2 a 4,8 g/dL.

4.6.3.5. Relacdo Proteina C-reativa/Albumina

O Prognéstico Inflamatério e Nutricional foi avaliado pela
interpretacdo dos valores obtidos da relacio PCR/Albumina segundo a
equivaléncia de valores classificatérios dos graus de risco de
complicagdes: sem risco= <0,4; baixo risco= 0,4-1,2; médio risco= 1,2 -
2,0; alto risco = >2,0 (CORREA et. al., 2002).

4.7 MODELO DE ANALISE

4.7.1 Definicao das variaveis e seus indicadores

Tabela 2 — Varidveis, suas caracteristicas e indicadores utilizados para o modelo

de andlise.

Variaveis Classificacio Indicadores
Consumo de Dependente Sim
6leo de peixe DicotOmica, Nao
nominal
Sexo Independente Feminino
DicotOomica, Masculino
Nominal
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Idade Independente anos
Continua

Estagio da Independente 2 =(T3-4, NO, M0O) ou

doenga Dicotdmica 3 = (qualquer T, N1-2, MO)

4 = (qualquer T, qualquer
N, M1)

Localizagao Independente Colo

primdria do Dicotomica, Reto

tumor Nominal

Frequencia de Independente Frequente= mais de uma

consumo de DicotOomica, vez na semana

peixe Nominal Baixo= menos de uma vez

na semana.

Peso Independente kg
Continua

MC Independente kg/m2
Continua

Albumina Independente g/dL

sérica continua

Proteina C Independente mg/L

Reativa continua

IL-6 Independente pg/mL
continua

IL-1B Independente pg/mL
Continua

TNF-a Independente pg/mL
continua

Relagdo Dependente sem risco= <0,4;

PCR/Albumina Quantitativa, baixo risco= 0,4-1,2;
Intervalar médio risco= 1,2 -2,0;

alto risco = >2,0
Relacdo Independente -
PCR/Albumina Continua
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4.8. TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados
no programa Excel® 2007. A anilise estatistica dos dados foi realizada
no programa estatistico STATA 11.0 (STATA Corporation, College
station, EUA).

O teste Exato de Fisher foi usado para verificar diferenca entre
as varidveis dicotdbmicas no momento inicial entre os dois grupos
independentes (GS e GNS).

As varidveis paramétricas foram descritas e apresentadas em
média e desvio padrdo da média, as diferencas foram testas pelo teste T
as varidveis ndo paramétricas foram apresentadas em mediana e
intervalo interquartil e as diferengas testadas pelo teste Mann-Whitney.
Para verificar a diferenca entre a relagio PCR/albumina entre os
momentos foi utilizado o teste pareado de Wilcoxon.

Para todos os testes, foi adotado o nivel de significincia de 95%
(P <0,09).

A relacdo PCR/Albumina foi comparada com escores de risco
propostos por Corréa et al. (2002): sem risco = < 0,4; baixo risco = 0,4-
1,2; médio risco = 1,2-2,0; alto risco = > 2,0.

4.9. PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisa Oncoldgicas de
Florian6polis, na data de vinte e quatro de agosto de dois mil e nove. O
registro tem o ndmero de protocolo: 0005/2009. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se no apéndice A.
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Abstract

Inflammation is a common feature in cancer. The presence and
magnitude of the chronic systemic inflammatory responses may produce
progressive nutritional decline. This study aims investigate whether
there are changes in inflammation markers and/or in nutritional status of
patients with colorectal-cancer undergoing chemotherapy who were
supplemented with fish oil. The clinical trial was conducted with an
equally randomized, 23 patients parallel-group. The supplemented group
(SG) consumed 2 grams of fish oil during nine weeks. Nutritional and
inflammatory markers status were available both in a baseline (MO),
and after nine weeks of chemotherapy (M9) in the SG and in the non
supplemented group (NSG). Statistical analysis was conducted in the
STATA 11.0 software. Fisher’s exact-test was used with categorical
variables, T-test for parametric variables, and Mann-Whitney for non
parametric variables. C-RP/Albumin was compared with the score risk.
SG and NSG presented the same baseline characteristics (p>0,05). Body
mass index and body weight, nutritional status indicators, suffered
modifications only in the group NSG when comparing M1 and M2,
p=0.03 and p=0.01 respectively, while in SG these indicators did not
varied. Patients supplemented with fish oil (SG) showed a clinically
relevant decrease in the C-reactive protein/albumin relation. Low doses
of fish oil supplement can positively modulate the nutrition status and
the C-RP/Albumin relation.

Key-words: fish oil, colorectal cancer, inflammation, nutritional status
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Introduction

In 1863, Rudolf Virchow created a hypothesis that cancer
originated at sites of chronic inflammation, after observing leukocytes in
neoplasic tissues.

The connection between cancer and inflammation was made in
the nineteenth century, on the basis of observations that inflammatory
cells were present in biopsy samples from tumors, and that tumors often
arose at sites of chronic inflammation (1).

The molecular pathways of this cancer-related inflammation are
being unraveled, resulting in the identification of new targets of new
molecules that could lead to improved diagnosis and treatment. In some
types of cancer, inflammatory conditions are present before the
malignant kind. In all of them, there is the activation of various types of
oncogenes by mutation, chromosomal rearrangement or amplification,
and the inactivation of tumour-suppressor genes. The transformed cell
produces inflammatory mediators, thereby generating an inflammatory
microenvironment in the tumors. Regardless its origin, cancer-related
inflammation results in the activation of transcription factors, mainly
nuclear factor-xB (NF-«xB), hypoxia-inducible factor 1o (HIF1a), signal
transducer and activator of transducer (STAT3). These transcription
factors coordinate the production of inflammatory mediators, including
cytokines that activate the same key transcription factors in
inflammatory, stromal and tumour cells, resulting in more inflammatory
mediators being produced (2). This pro-inflammatory microenvironment
has many tumor-promoting effects: it promotes angiogenesis and
metastasis, inhibits adaptative immune responses, and alters responses to
hormones and chemotherapeutic agents. Chemokine receptors and their
ligands direct the movement of the cells during inflammation by
affecting cell motility, invasiveness and survival (3).

A pro-inflammatory state is readily identified by elevations in
acute phase proteins such as C-reactive protein (C-RP) and a-1 acid
glycoprotein (0-1AGP). Furthermore, elevated C-RP can predict poorer
survival for colorectal cancer patients, as a prognostic and therapeutic
marker (4-7). The ratio of C-RP/albumin was proposed by Corréa et al
(2002) in order to evaluate the extension of malnutrition/inflammation,
and the ratio was based on the Prognostic Inflammatory Nutritional
Index (PINI) of 1985 (8).

The consumption of dietary fish oil rich in long-chain n-3
PUFAs, eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5) and docosahexaenoic acid
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(DHA, 22:6) might be an effective adjuvant therapy in colon cancer.
Preliminary results (in cell culture and tumor-bearing animals) indicate
that the pleiotropic effects on n-3 PUFAS may act synergically with
radio/chemotherapy to kill tumor cells and reduce angiogenesis and
metastasis (9-10). Aparentlly their action involve different mechanisms:
alteration of membrane phospholipid composition and functionality of
lipid microdomains, metabolic interconversion into bioactive
eicosanoids, and modulation of nuclear receptor activation (10). EPA
and DHA have also got a potential anti-inflammatory and anti-
angiogenic effect through inhibition of important mediators: vascular
endothelial growth factor (VGEF), platelet-derived growth factor
(PDGF), cyclo-oxigenase 2 (COX-2), prostaglandin-E2 (PGE-2), nitric
oxide, NF-xB (11). Bouwens et al. (2009) have recently shown that the
intake of EPA+DHA for 26 weeks can alter gene expression profiles of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to a more anti-
inflammatory and anti-atherogenic status, promoting beneficial effects
on human immune cells (12). Several trials have been investigating the
possibility that nutritional supplements containing EPA + DHA are
beneficial to reduce cancer-associated weight loss in patients with
advanced malignances. However, the results have been contradictory
and literature failed to find sufficient evidence of dose and time of
administration (13).

A new strategy for colon cancer has been developed based on the
combination of anticancer agents and dietary long chain fatty acids. In
mice, fish oil does not interfere with the action of chemotherapy, and
EPA enhanced the tumor growth inhibition carried by 5-fluoracil (14).

The aim of the current study was to check whether there is a
change in the markers of inflammation and/or nutritional status of
patients with colorectal cancer undergoing chemotherapy that were
supplemented with 2 grams of fish oil, compared with the non
supplemented ones.

Subjects and Methods

Study Participants

Were conduct a clinical trial with parallel-group equally
randomized (1:1 for two groups).Subjects were recruited from the
Oncology Research Center in Florianopolis, Santa Catarina, Brazil.
Patients were eligible for the study if they had been diagnosed with
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colorectal cancer, and if they would begin chemotherapy. Inclusion
criteria included being over eighteen years old, taking part in the
anthropometrics, dietary and biochemical assessment, and signing an
informed consent form. Exclusion criteria included subjects under
eighteen years old; subjects included in palliative care or in parenteral
nutrition; subjects who were allergic to fish and fish products; and the
ones who presented autoimmune diseases.

The sample size was defined by saturation time, in the period
between November of 2009 and July of 2010. If patients agreed to be
involved in the study, they would be included randomly (according to
the day of the month they were referred to the nutrition sector - if it was
in a even day, they would be allocated in the "supplemented group"
(SG), if it was in an odd day, they would be allocated in the "non
supplemented group" (NSG)) in each experimental group.

The protocol of this study was approved by the Oncology
Research Center Ethics Committee and it agrees with the World Medical
Association-Helsinki Declaration (15). All participants were informed
about the study and provided with written informed consents before they
began.

Dietary supplement

The fish oil supplement is offered in a unit with 500 mg per
capsule. Each provides approximately 4.3 kilocalories. The capsules are
composed of gelatin and glycerin and contain 160 milligrams of
saturated fatty acids, 130 mg of monounsaturated fatty acids, 200 mg of
polyunsaturated fatty acids of which 150 mg are of EPA + DHA, and 3
mg of cholesterol. Capsules also contain vitamin E (o-tocopherol) as an
antioxidant. The product is registered in the Ministry of Health - Brazil,
in the food category, with the following numbers: 6.2358.0006.001-4
(16).

Intervention

All participants of the SG were instructed to consume, in
addition to their regular diet, four capsules of fish oil supplement per
day — totaling 600 mg of EPA + DHA-, during nine weeks. Patients
received counseling on how to consume the capsules, verbally and
written, and were instructed to record supplement intake in a diary. The
beginning of the supplementation is the first day of chemotherapy. To



70

ensure the compliance to the study, researchers contacted the patients
weekly via phone and inside the institution, in the chemotherapy days.

Measurements

All the patients were included in the measurements. Data for the
assessment of inflammatory processes and nutritional status were
collected in two moments: before chemotherapy (baseline = M0) and
after nine weeks (9Wks = M9).

The blood was collect in clinical analyses laboratory, in M9 was
collected one or two days after the last chemotherapy session.

To assay cytokines, the blood was centrifuged, separated, and
an aliquot of serum was stored in a -20° C freezer. On the testing day,
samples were thawed in the refrigerator and the immunoassay technique
(ELISA) solid phase - sandwich method - was immediately initiated.
For each cytokine, specific monoclonal antibodies, anti-TNF-a, anti-
IL- 1B and anti-IL-6 (BD Biosciences, San Jose, CA) were used. The
readings of all cytokines and their respective standard curves were
performed in the ELISA reader (TP-Reader, Thermo Plate, China).
Values are expressed in pg / mL.

The C-reactive protein was measured using Regent CardioPhase
hsC-RP® and the immunonephelometry ultra sensitive particle method
enhanced by the BN (trademark of Siemens Healthcare Diagnostics /
Malburg, Germany), expressed values in highly sensitive measurement
range. Albumin was determined by the Doumas, Watson and Biggs
method, using a solution of green bromocresol as a dye binding, the
albumin-bromocresol complex was measured as a reaction end point at
596/694 nm (ADVIA Chemistry System, Siemens Diagnostics).

Weight and height were measured according to the
methodology of WHO (1995) (17) using the electronic balance brand
Toledo, with a platform of 150 kilograms (kg) maximum capacity in the
scale of 100 grams (g), and a anthropometric attached ruler with 2
meters (m) (Toledo Brazil, Sio Bernardo do Campo, SP). Values were
available according change in body mass and Body Mass Index (WHO,
2008).

The dates to characterize individuals and the questionnaires to
record the consumption of fish and weight history were obtained in M1.
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Data Analysis

Fisher’s exact test was used to test differences in SG and NSG
according to dichotomous variables (sex, stage of disease, primary site
and frequent consumption of fish). Test for continuous variables
(including outcome analysis) were performed with T-test (parametric
variables) or Mann-Whitney test (non-parametric variables). Outcome
change between MO and M9 were also tested with Wilcoxon test. All
analysis was performed in the STATA statistic software, version 11.0
(STATA Corporation, College station, EUA). P<0.05 was considered
significant.

The difference in C-RP/Albumin levels between SG and NSG
was also compared with score values proposed by Corréa et al. (2002):
no risk= <0,4; low risk= 0,4-1,2; medium risk= 1,2 -2,0; high risk =
>2,0 (8).

Results

Forty nine patients started chemotherapy treatment between
11/2009 and 07/2010; from these, 37 met the study inclusion criteria and
were invited to take part in the study. Twenty-three patients agreed to be
involved, these were counseled regarding healthy eating and included in
the experimental groups: 11 individuals were included in the
"supplemented group" (SG) who received the dietary fish supplement
and advises on how to consume it; and 12 into the "non supplemented
group" (NSG) that didn’t receive dietary supplements. Five patients
(SG=1 and NSG=4) did not complete the intervention period of the
study or didn’t consume more than 80 percent of the recommended
quantity of fish oil capsules and were excluded from the analysis (Figure
1). The median age of the five individuals that did not completed the
study was 55.7y (SD= 7.3); three of them were males and the primary
localization of the cancer was rectum (n= 2) or colon (n=3).

Median age of the included patients was 52.3years old
(range=40-70). All patients related lost weight after diagnosis: 52.2 %
lost more than 5% and 26.1 % more than 10%. The SG and NSG did
not differ statistically according to baseline characteristics in M1 (table

1.
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When comparing the values in M9 (Table 2) the only marker
that showed lower levels in the SG when compared to the NSG was the
C-reactive protein, with a borderline statistical association (P=0.09).

The comparison between groups according to the difference

between the M9 minus the MO values (table 3) showed a reduction in
body weight and BMI in NSG, while in SG these indicators did not
varied between MO and M9. Otherwise C-reactive protein was reduced
in SG but not in NSG, with a borderline difference (P= 0.06).
In this study, malnutrition in patients at baseline was not found (mean
BMI=26.1kg/m’, ranging from 19.6 Kg/m® to 35.5 Kg/m?), not even
after nine weeks of chemotherapy treatment (mean BMI=25.58 kg/mz,
ranging from 19.6 Kg/m2 to 354 Kg/mz). There was not identified
hypoalbuminemia in M1 (mean 4.2 g/dL; SD = 0.4) or in M2 (mean 4.2
g/dL; SD = 0.3).

Evaluating median values and interquartile ranges for C-
RP/albumin ratio between SG and NSG, at baseline and after nine weeks
of treatment (Figure 2), it is possible to infer that fish oil positively
interfered in this relation. The difference between the values of the ratio
C-RP/albumin between SG and NSG in M9 showed a borderline
association (p = 0.09). The change amid the moments in SG (median -
0.4; interquartile range -0.9;-0.15) was statistically significant (p=0.05),
though in NSG there were no changes between MO and M9 (median
+0.1; interquartile range -1.2;2.3; p=0.58). Clinically, this result is
considered beneficial, as in the SG an improvement in the degree of risk
was found: increase from 10% to 20% in the number of patients with no
risk, and reduction from 27.4% to 10% in the higher risk group. In the
NSG individuals without risk there was a decreased from 25% to 12.5%,
while higher risk of complication increased from 41.7% to 62%.

Discussion

To our knowledge, this is the first randomized study conducted
with only colorectal cancer patients who consumed 2g of fish oil during
nine weeks parallel to chemotherapy, and who were evaluated for
inflammatory and nutritional status markers.

The trial shows the fish oil supplement beneficial effects on a
nutritional status (p= 0.01 to weight and p = 0.03 to BMI). All patients
had lost weight before the study, but during chemotherapy body weight
loss occurred only in patients that did not consume fish oil supplement.
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Individually, the oral consumption of nutritional supplement of fish oil
resulted in the maintenance of body weight or in body weight gain
during chemotherapy. This effect was related to studies in patients that
suffered from cachexia and received high doses of fish oil (7.5g and
3.16g of EPA + DHA) (18, 19). We were able to notice that for
individuals with a prior weight loss conditional, but yet presenting a
normal weight or overweight, according to BMI, this effect can be
achieved with lower doses (600 mg) of EPA + DHA.

All patients showed high C-RP at baseline, Read et al (2006)
when evaluating advanced colorectal cancer patients’ nutritional and
inflammatory status found the same outline (20). Regarding the effect of
fish oil supplement on inflammatory markers, C-RP was identified as a
borderline value in comparative analyzes between groups in M2 and
between the difference within M2 and M1 values, C-RP presents lower
values in M2 for SG. In further markers, it was not possible to verify
this effect; there was no difference in cytokines values between groups.

The C-RP/albumin relation, which evaluates inflammation and
nutritional status, showed statistically significant difference and clinical
relevance in the group of individuals that consumed fish oil. This score
was not used previously for comparing intervention effects in colorectal
cancer. PINI was used by Walsh at al. (2003) to assess nutritional status
and prognosis in advanced cancer. They found an elevated PINI
correlated with high IL-6 and C-RP values, and concluded that PINI
should be considered for future research regarding nutritional status and
prediction of prognosis in advanced cancer (21).

A study was conduct by Read et al. in 2007, where patients with
stage 4 colorectal cancer were instructed to consume, in addition to their
regular diet, 2 doses/day (480 ml each), which provided a total of 600
kcal, 32grams of protein, 2.18 grams of EPA and 0.92 grams of DHA
for nine weeks (3 prior chemotherapy and 6 during chemotherapy).
Twenty-tree patients were enrolled in the study. Twenty completed 3
weeks of treatment and 15 continued to take the supplement until the
end of the study. Mean weight increased 2.5 Kg from baseline to the end
of week 3 and remained stable during the chemotherapy study phase. C-
RP increased significantly between baseline and week 3, however it
decreased significantly to baseline levels during chemotherapy phase.
Of the 11 cytokines analyzed - interleukins 1B, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12,
eotaxin, granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF)
and RANTES ( beta-chemokine) - only 3 changed in a statistically
significant manner during the trial. Eoataxin and RANTES increased in
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week 3, but there was no further increase in week 9; GM-CSF decreased
significantly in week 3 and then increased in week 9 (22).

Previous studies in health subjects have found an association
between polyunsaturated long chain n-3 fatty acids and lower levels of
pro-inflammatory markers (IL-6, TNF-a, IL-1 and C-RP), supporting
the notion that n-3 fatty acids may be beneficial in patients affected by
diseases characterized by active inflammation (23). In our study, we
were able to observe this outcome regarding C-RP, however, no
significant results were observed for interleukins, possibly due to the
number of patients within the trial or due to the quantity of EPA + DHA.

Inflammation is a common characteristic of cancer. The
presence and magnitude of a chronic systemic inflammatory response
may produce progressive nutritional decline. A specific nutritional
intervention, leading to reduce the inflammatory state, to improve
immune responsiveness and consequently, to improve nutritional status
should be a successful strategy. Changing the nature of fatty acid
nutrition can be an alternative by which we can modify immune cell
behavior and the immune response - including its inflammatory
component - as it was reflected in the nutritional status of colorectal
cancer patients (24).

Conclusion

To follow up nutritional and biological parameters during
chemotherapy treatment has interesting practical implications. We have
been able to show that low doses of fish oil supplement can positively
modulate the nutrition status and the C-RP/Albumin relation. It is a
specific nutritional intervention that might stop or reverse nutritional
decline in order to improve clinical outcome.

Moreover, these results must be confirmed in larger studies, so
that the C-RP/albumin assessment and the fish oil nutritional
intervention may be allowed to become standard practices in colorectal
cancer patients in chemotherapy treatment.
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49 patients with colorectal cancer in chemoteraphy treatment at the
Center of Oncology Research (from November, 2009 to July, 2010).

12 patients was excluded because of the presence of
exclusion factors

| 37 patients invited to study |

14 patients refused

| 23 randomized patients |

SG (n=10) NSG (n=8)

Figure 1 - Flowchart of the patients during the study. Florianopolis,
2010.
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Figure 2 — Comparison of C-reactive protein/albumin median ratio, of
colorectal cancer patients, between SG (2grams of fish oil/day) and
NSG in baseline and after nine weeks of treatment. Florianopolis, SC,
2010.
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Table 1- Characteristics of patients at baseline, Florianopolis, SC, 2010.

Characteristics Not Supplemented p
supplemented Group (n=11)
group (n=12)

Sex (F/M) 3/9 3/8 1.00°
(n)

Stage of disease 8/4 6/5 0.68*
(1-2-3/4) (n)

Primary location 6/6 4/7 0.68"
(colon / rectum) (n)

Fish frequency 3 3 1.00°
(yes / not) (n)

Body weight 66-8 (11.6) 73 (16.8) 0.31°
(Kg)

BMI' 25.0 (3.4) 27.3(6.1) 0.28"°
(Kg / m’)

Age' 54.3 (9.3) 50.1 (8.2) 0.26"
(years)

C-reactive protein2 6.4 (1.6-23.7) 5.1 (4.1-12.3) 0.95°
(mg /L)

Albumin' 4.2 (0.4) 4.2 (0.4) 0.75°
(g /dL)

" Values are mean (Standard Deviation); * Values are median (interquartile
range).

 Fisher’s exact test, b T-test, “ Mann-Whitney test.

BMI= Body Mass Index.

Stage of disease: 1= (T1-2, NO, M0); 2 = (T3-4, NO, MO0); 3 = (any T, N1-2,
MO0); 4 = (any T, any N, M1).

Fish frequency= frequency of fish ingestion that was considered more than once
a week.
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Table 2- Endpoints comparison between groups GS (2 grams of fish
oil/day) and GNS, of colorectal individuals undergoing chemotherapy,
after nine weeks of treatment.

Not Supplemented p

supplemented group (n = 10)

group (n=8)
C-reactive 13.0 (2.6-32.7) 3.4 (1.6-4.0) 0.09"
protein® (mg / L)
Albumin’ 4.2(0.3) 4.2 (0.3) 0.99*
(g/dL)
IL-6* 69.8 (61.9-144.3)  81.2(68.5-104.1)° 1.00°
(pg / mL)
IL-1p* 1.2 (1.0-1.2) 3.6 (1.2-4.2)° 0.19°
(pg/mL)
TNF-o’ 60.7 (52.8-71.7) 61.1 (56.0-64.8)°  0.74°
(pg/mL)
Body weight' 65.2 (10.5) 71.9 (16.8) 0.34*
(Kg)
BMI' 24.6 (2.8) 26.7 (5.8) 0.36°
(Kg /m’)

" Values are mean (Standard Deviation); * Values are median (interquartile
range).

* T-test, > Mann Whitney test. * ¢ = 9 because one sample was hemolyzed.
Abbreviations are as follows: BMI= Body Mass Index; IL-6 = interleukin 6; IL-
1B = interleukin 1 beta; TNF-o = Tumor necrosis factor alfa.
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Table 3- Comparison between the not supplemented and supplemented
group (2 grams of fish oil/day), of colorectal cancer patients, according
to the difference between the 9 weeks and baseline values of
inflammation and nutritional status markers. Florianopolis, SC, 2010.

Markers Not Supplemented )/
supplemented group (n = 10)
group (n =8)
C-reactive 1.0 (-1.8;10.3) -1.4 (-4.0;-0.7) 0.06"
protein “(mg /L)
Albumin ' 0.1(0.2) 0.1 (0.5) 0.87*
(g/dL)
IL-6* -1.9 (-138.9;4.8)° 1,3 (-50.7;31.1)°  0.64°
(pg/mL)
IL-1p* -1.2 (7.0)° 2,3 (8.0)° 0.37°
(pg/mL)
TNF-a. 2 10.5 (-11.2;18.5)°  -2.2(2.0;24.6)° 0.49°
(pg/mL)
giody weight -1.6 (-2.4;-0.3) 0.5 (-0.3;1.0) 0.01°
(Kg)
BMI* -0.6 (-0.9;-0.1) 0.2 (-0.1;0.4) 0.03°
(Kg /m’)

"'Values are mean (Standard Deviation); * Values are median (interquartile
range).

* T-test, ® Mann Whitney test. * SG n = 7; NSG n=8 because samples was
hemolyzed.

Abbreviations are as follows: BMI= Body Mass Index; IL-6 = interleukin 6; IL-
1B = interleukin 1 beta; TNF-a = Tumor necrosis factor alfa.
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Resumo

A inflamagdo é uma caracteristica comum em cincer. A presenca € a
magnitude da resposta inflamatdria sist€mica cronica pode produzir
progressivo declinio nutricional. Este estudo visou investigar se ha
alteracdes nos marcadores de inflamacdo e / ou no estado nutricional de
pacientes com cancer colorretal em tratamento quimioterdpico, que
foram suplementados com 6leo de peixe. O ensaio clinico foi conduzido
de forma radomizada com 23 pacientes distribuidos em dois grupos. O
grupo suplementado (GS) consumiu 2 gramas de 6leo de peixe durante
nove semanas. Marcadores do estado nutricional e inflamatdrios foram
avaliados no momento basal (M0O) e ap6és nove semanas de
quimioterapia (M9) no GS e no grupo ndo suplementado (GNS). A
analise estatistica foi realizada no STATA 11,0 software. GS e GNS
apresentaram as mesmas carcteristicas no momento basal (p> 0,05). Os
indicadores do estado nutricional, indice de massa corporal e peso,
sofreram modificacdes apenas no GNS comparando os momentos MO e
M9, p = 0,03 e p = 0,01 respectivamente, enquanto que no GS estes
indicadores ndo variaram. Pacientes suplementados com 6leo de peixe
(GS) apresentaram uma diminui¢do clinicamente relevante na relagio
proteina C-reativa / albumina (p = 0,005). Baixas doses de suplemento
de 6leo de peixe pode modular positivamente o estado nutricional e a
relacdo C-RP/Albumina.

Palavras-chave: 6leo de peixe, cincer colorretal, inflamacdo, estado
nutricional
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Introducao

Em 1863, Rudolf Virchow criou a hipdtese de que o cancer
origina-se em locais de inflamag¢@o cronica, apds observar leucécitos em
tecidos neopldsicos. A conex@o entre cincer e inflamacdo foi verificada
no século dezenove, com base em observacdes de que células
inflamatdrias estavam presentes em biopsia de tumores e que estes
sempre estavam fixados em locais de inflamago cronica (1).

As vias moleculares da inflamacgéo relacionada ao cancer estdo
sendo desvendadas, resultando na identificacdo de novos alvos e
moléculas que possam levar a melhores diagndsticos e tratamento. Em
alguns tipos de cancer doencas inflamatdrias estdo presentes antes da
doenga maligna. Em todas elas ha ativacdo de vdrios tipos de oncogénes
por mutagdo, rearranjo cromossomal ou amplificagdo, e inativagcdo de
genes supressores de tumor. As células transformadas produzem
mediadores  inflamatérios, gerando assim um  microambiente
inflamatdério nos tumores. Independente da sua origem a inflamacdo
relacionada ao cancer resulta em ativacdo de fatores de transcricdo,
como fator de transcri¢do nuclear-kB (NF-«B), fator indutor de hipoxia
la (HIFla), sinal de ativacdo e transcricdo (STAT3). Estes fatores de
transcricdo coordenam a producdo de mediadores inflamatdrios,
incluindo citocinas que ativam os mesmos fatores de transcricio em
células inflamatorias, do estroma e do tumor, resultando em mais
mediadores inflamatérios sendo produzidos (2). Este microambiente
pré-inflamatério tem varios efeitos pro-crescimento do tumor: promove
angiogenese e metdstase, inibe resposta imune adaptativa e altera
resposta a hormdnios e agentes quimioterdpicos. Receptores de
quimiocinas e seus ligantes direcionam o movimento das células durante
a inflamacdo por afetar a mobilidade celular, poder de invasdo e
sobrevivéncia (3).

O estado pré-inflamatério € identificado por elevacdo em
proteinas de fase aguda como Proteina C-reativa (PCR) e alfa-1-
glicoproteina 4cida (0-1AGP). Além disso, PCR elevada pode predizer
pior sobrevida para pacientes com cancer colo-retal, como marcador de
progndstico e a terapéutica (4-7). A relacdo PCR/Albumina foi proposta
por Corréa et al. (2002) com objetivo de avaliar a extensdo da
desnutri¢do e inflamacio, a relacio foi baseada no Indice de Prognéstico
Inflamatodrio e Nutricional (IPIN) de 1985(8).

O consumo de 6leo de peixe dietético rico em 4cidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa do tipo ©Omega-3, 4cido
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eicosapentaendico (EPA, 20:5) e acido docosaexaendico (DHA, 22:6)
parece ser um efetivo adjuvante na terapia do cancer de cdlon.
Resultados preliminares (em cultura de células e animais portadores de
tumor) indicaram que o efeito pleiotrépico dos dcidos graxos O6mega-3
podem atuar sinergicamente com radio/quimioterapia a fim de matar as
células tumorais e reduzir angiogenese e metdstases (9-10).
Aparentemente sua acdo envolve diferentes mecanismos: alteracdo de
composicdo de fosfolipidios de membrana e funcionalidade de
microdominios lipidicos, interconversdo metabdlica em eicosandides
bioativos, e modulacdo da ativacdo do receptor nuclear (10). EPA e
DHA tém também um potencial antiinflamatério e antiangiogé€nico
através da inibicdo de importantes mediadores: fator de crescimento
vascular endotelial (VGEF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), ciclo-oxigenase 2 (COX-2), prostaglandinas-E2 (PGE-2),
oxido nitrico, NF-kB (11). Bouwens et al. (2009) mostrou recentemente
que ingestdo de EPA+DHA por 26 semanas pode alterar os perfis de
expressdo génica de células do sangue periférico (PBMC) para um perfil
mais anti-inflamatdrio e anti-aterogénico, promovendo efeitos benéficos
em células imunes (12). Vdrios estudos tém investigado a possibilidade
de que suplementos nutricionais contendo EPA+DHA sdo benéficos
para redu¢do da perda de peso associada ao cincer em pacientes em
estdgios avancados. Entretanto, os resultados tem sido contraditérios e a
literatura falha em encontrar evidencia cientifica que afirme dose e
tempo de administracdo (13).

A nova estratégia para o tratamento de cancer de célon tem sido
desenvolvida com base na combinacdo de agentes anti-cancer e de
dcidos graxos dietéticos de cadeia longa. Em animais o éleo de peixe,
rico em EPA e DHA, tem aumentado a citotoxidade de uma série de
drogas anti-cincer (9). Em céncer de cdlon verificou-se resultado de
aumento da inibicdo de crescimento tumoral quando associados a 5-
fluoracil em diferentes linhagens de células (14).

O objetivo deste estudo foi checar se existe alteracdo em
marcadores do estado nutricional ou inflamatério de pacientes com
cancer colorretal submetidos a quimioterapia que foram suplementados
diariamente com dois gramas de dleo de peixe, comparados com o0s
marcadores de individuos ndo suplementados.
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Sujeitos e Métodos

Participantes do estudo

Este foi um estudo clinico randomizado onde os individuos foram
distribuidos em dois grupos. Os sujeitos foram recrutados no Centro de
pesquisas Oncoldgicas, em Florianépolis, Santa Catarina, Brasil e foram
incluidos no estudo quando possuiam o diagndstico de cancer colorretal
e estivessem aptos a iniciar tratamento quimioterdpico ambulatorial. Os
fatores de inclusdo foram: ser maior de dezoito anos, aceitar participar
das avaliagdes antropométricas, dietéticas e bioquimicas e assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido. Os fatores de exclusdo: ter
menos de dezoito anos, estar em tratamento paliativo, fazer uso de
nutricdo parenteral, ser alérgico a peixe e derivados e apresentar
diagndstico de doenga auto-imune.

A amostra foi definida por saturacido temporal, no periodo entre
Novembro de 2009 e Julho de 2010. Os pacientes que aceitaram ser
incluidos no estudo foram distribuidos de forma randomiza; de acordo
com o dia do mé€s em que foram identificados no setor de nutricdo — se
em dia identificado por numero par eles foram alocados no grupo
suplementado (GS), se em dia fmpar foram incluidos no grupo nao
suplementado (GNS) -.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de ética do
Centro de Pesquisas Oncoldgicas e estd em concordancia com a
Declaragdo médica mundial de Helsinki (15). Todos os participantes
foram informados sobre o estudo e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido antes do inicio do estudo.

Suplemento dietético

O suplemento nutricional de 6leo de peixe foi oferecido em
capsulas de 500mg por unidade. Cada capsula oferece aproximadamente
4,3 kilocalorias, sdo compostas de gelatina e glicerina e contem 160
miligramas (mg) de gordura saturada, 130 mg de gordura
monoinsaturada, 200mg de gordura poliinsaturada - das quais 150mg
sdo dos 4cidos graxos EPA+DHA, e 3 miligramas de colesterol. As
capsulas contém, ainda, vitamina E (a-tocoferol) como antioxidante. O
produto € registrado no Ministério da satide — Brasil, na categoria de
alimentos, com o numero: 6.2358.0006.001-4 (16).
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Intervencao

Todos os participantes do GS foram instruidos a consumir, em adic¢do a
sua dieta regular, quatro capsulas de suplemento nutricional de dleo de
peixe por dia — totalizando 600mg de EPA+DHA -, durante nove
semanas. Os pacientes receberam conselhos sobre como consumir as
capsulas, verbalmente e por escrito, e foram instruidos a registrar o
consumo do suplemento diariamente. O inicio da suplementacdo foi no
mesmo dia de inicio da quimioterapia. Para garantir a adesdo ao estudo,
pesquisadores entraram em contato com os pacientes semanalmente por
telefone e na instituicdo nos dias de quimioterapia.

Avaliacoes

Todos os pacientes foram submetidos as avaliagcdes em dois
momentos. Dados para avaliacio do processo inflamatério e estado
nutricional foram coletados em dois momentos: antes da primeira
quimioterapia (basal=MO0) e apds nove semanas (M=9).

Amostra de sangue foi coletada no laboratdrio de andlises clicas
no momento basal e no M9, dando-se prazo de um ou dois dias ap6s a
ultima sessdo de quimioterapia.

Para analisar as citocinas, o sangue foi centrifugado, separado, e
uma aliquota do sangue foi armazenada em freezer a -20° C. No dia do
teste as amostras foram descongeladas em geladeira e o teste de
imunoensaio (ELISA) fase s6lida — método sanduiche — foi iniciada
imediatamente. Para cada uma das citocina, anticorpos monoclonais
especificos, anti-TNF-a, anti- IL- 1B e anti-IL-6 (BD Biosciences, San
Jose, CA) foram utilizados.

As leituras de todas as citocinas e suas respectivas curvas foram
realizadas em leitor Micro Plate (TP-Reader, Thermo Plate, China).
Resultados foram expressos em pg / mL.

A proteina C-reativa foi medida usando reagente CardioPhase
hsC-RP® e método de imunonefelometria de particulas reforcadas pelo
sistema BN (trademark of Siemens Healthcare Diagnostics / Malburg,
Germany), que expressa valores em intervalo de medic¢ao ultra-sensivel.
Albumina foi determinada pelo método Doumas, Watson and Biggs,
usando solucdo verde de bromocresol como ligante, o complexo
albumina-bromocresol foi medido como reacdo de ponto final em
596/694nm (ADVIA Chemistry System, Siemens Diagnostics).
Resultados foram expressos em mg / L.

Peso e altura foram medidos de acordo com metodologias da
OMS (1995) (17) usando balanca eletrénica da marca Toledo, com
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plataforma de 150 Kilogramas (kg) de capacidade maxima, em escala
de 100 gramas (g), e régua antropométrica acoplada de 2 (m) (Toledo
Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP). Valores foram avaliados de
acordo com mudancas no peso corporal e na classificacdo do Indice de
Massa Corporal (WHO, 2008).

Dados de caracterizagdo individual e questiondrio sobre ingestdo
de peixe e o recordatorio de peso corporal foram obtidos no MO antes
da primeira avaliacdo bioquimica.

Andlise dos dados

Teste exato de Fisher foi usado para testar as diferencgas entre os
grupos (GS e GNS) de acordo com as varidveis dicotomicas (sexo,
estdgio da doenca, localizagdo primdria e freqiiéncia de consumo de
peixe).  As varidveis continuas (incluindo os desfechos) foram
realizadas com teste T (varidveis paramétricas) ou teste de Mann-
Whitney (varidveis ndo paramétricas).  Resultados de variacdo de
valores entre MO e M9 foram testados, também, com o teste de
Wilcoxon. Todas as andlises foram conduzidas com software estatistico
STATA, versdo 11.0 (STATA Corporation, College station, EUA).
P<0.05 foi considerado significante.

A diferenca nos valores da relagdo PCR/Albumina entre o GS e o
GNS foi também comparado com os valores de escores de risco
propostos por Corréa et al. (2002): sem risco= <0,4; baixo risco= 0,4-
1,2; médio risco= 1,2 -2,0; alto risco = >2,0 (8).

Resultados

Quarta e nove pacientes comecaram tratamento quimioterapico
entre 11/2009 e 07/2010; destes 37 estavam incluidos nos critérios de
inclusdo e foram convidados a participar do estudo. Vinte e trés
pacientes aceitaram participar, estes foram aconselhados sobre hébitos
alimentares sauddveis e incluidos nos grupos: 11 individuos foram
incluidos no grupo suplementados (SG) e receberam o suplemento
nutricional de 6leo de peixe e conselhos sobre como consumi-lo; e 12
individuos foram incluidos no grupo nio suplementado (GNS) que néo
receberam suplemento nutricional. Cinco pacientes (GS=1 e GNS=4)
nio completaram o periodo completo de intervencdo ou ndo
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consumiram mais de 80 por cento da quantidade recomendada de dleo
de peixe encapsulado e foram excluidos das andlises (figura 1). A média
de idade dos cinco individuos que ndo completaram o estudo foi
55,7anos (DP= 7,3); trés deles eram homens e a localizacdo primaria do
cancer em dois era reto e em trés cdlon.

A idade média dos pacientes incluidos no estudo foi de 52,3 anos
(variando entre 40 e 70 anos). Todos os pacientes perderam peso antes
do diagnéstico: 52.2 % perderam mais de 5% do peso corporal e 26.1%
perderam mais de 10%.

O GS e o GNS ndo apresentaram diferenca estatistica de acordo
com suas caracteristicas no MO (p>0.05) (Tabela 1). Quando
comparamos os valores no M9 (tabela 2) ndo verificamos diferenga
estatistica, mas chama-se atencio aos valores da PCR, com uma
associacdo borderline (p=0.09).

A comparagdo entre os grupos considerando-se a diferenca entre
os valores dos grupos: valores encontrados em M9 subtraidos os valores
encontrados em MO (tabela 3) mostra redu¢do no peso corporal e IMC
no GNS (p=0.01 e p=0.03, respectivamente), enquanto no GS estes
indicadores ndo variam entre MO e M9 (p>0,05). Entretanto valores de
PCR reduziram no GS apresentando associagcdo borderline (p= 0.06).

Neste estudo ndo foi identificado desnutricdo, segundo IMC,
entre os pacientes no momento basal (IMC médio = 26,1Kg/m2,
variando entre 19,6 Kg/m2 e 35,5 Kg/mz), nem apds as nove semanas de
tratamento quimioterdpico (IMC médio = 2,.58 Kg/mz, variando del9,6
Kg/m2 a 354 Kg/mz). Nao foi identificado hipoalbuminemia no M0
(media 4,2 g/dL; DP = 0,4) ou em M9 (media 4,2 g/dL; DP = 0,3).

Avaliando os valores médios e intervalo interquartil para relagio
PCR/Albumina entre o GS e o GNS, no momento basal e apds nove
semanas de tratamento (Figura 2) é possivel inferir que o dleo de peixe
infere positivamente nesta relacdo. A diferenca entre os valores da
relacdo PCR/Albumina no M9 mostra associa¢do borderline (p=0,009).
A diferenca entre os valores da relacdo no GS (mediana -0,4; intervalo
interquartil -0,9;-0,15) foi estatisticamente significante (p=0,005),
embora no GNS ndo houve mudanca entre os momento MO e M9
(mediana +0,1; intervalo interquartil -1,2; 2,3; p=0,58). Clinicamente,
este resultado € considerado benéfico. No GS houve melhora no grau de
risco: verificou-se aumento de 10% para 20% no numero de pacientes
classificados como “‘sem risco”, também houve redugdo de 27,4% para
10% nos individuos classificados como “alto risco”. No GNS ocorreu
diminuicao do percentual de individuos classificados como “sem risco”
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de 25% para 12,5%, enquanto aumentou o percentual de 41,7% para
62% dos individuos em “alto risco”.

Discussao

Sob nosso conhecimento, este é o primeiro estudo randomizado
conduzido apenas com individuos com diagnostico de cancer colorretal
consumindo dois gramas de Oleo de peixe durante nove semanas
concomitante a quimioterapia, e onde foram avaliados marcadores de
resposta inflamatoria e estado nutricional.

O estudo mostrou beneficio da suplementacdo de dleo de peixe
no estado nutricional (p= 0,01 para peso e p = 0,03 para IMC). Todos
os pacientes haviam perdido peso antes do estudo, mas durante a
quimioterapia a perda de peso ocorreu apenas nos pacientes que nio
consumiram o suplemento de Oleo de peixe. Individualmente, o
consumo oral de suplemento de 6leo de peixe resultou em manutengdo
do peso corporal ou em ganho de peso corporal durante a quimioterapia.
Este efeito foi relatado previamente em estudos com pacientes
acometidos por caquexia e recebendo altas doses de 6leo de peixe (7.5g
e 3.16g de EPA + DHA) (18, 19). Nosso estudo permite inferir que para
individuos com perda de peso prévia, mas ainda apresentando eutrofia
ou sobrepeso, segundo IMC, este efeito pode ser alcangado com baixas
doses de suplementacio (600mg/dia) de EPA+DHA.

Todos os pacientes apresentaram altos valores de PCR no
momento basal, Read et al (2006) quando avaliou o estado nutricional e
inflamatdrio de pacientes com cancer colorretal avancado observou a
mesma situagdo clinica (20). Quanto o efeito do suplemento de 6leo de
peixe em marcadores inflamatérios, a PCR foi identificada como tendo
uma associacio borderline na andlise comparativa entre os grupos no
M9, assim como na comparagio da diferenca dos valores de M9 e MO,
sendo que PCR apresenta menores valores no GS. Nos demais
marcadores ndo € possivel verificar este efeito; ndo hd diferenca nos
valores de citocinas entre os grupos.

A relacio PCR/Albumina, que avalia o estado nutricional e
inflamatdrio, mostra diferenca estatistica e relevancia clinica no grupo
que individuos que consumiu 6leo de peixe. Este escore ndo foi usado
previamente para comparar os efeitos de alguma intervengdo em
pacientes com cancer colorretal. IPIN foi usado por Walsh at al. (2003)
para avaliar o estado nutricional e progndstico em individuos com
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cancer avancado. Eles encontraram que elevado IPIN correlaciona-se
positivamente com altos valores de IL-6 e PCR, e concluem que o IPIN
deve ser considerado para futuras investigacdes de avaliagdo nutricional
e podem predizer progndstico em cancer avangado (21).

O estudo conduzido por Read et al. em 2007, onde pacientes com
cancer colorretal em estagio quatro foram instruidos a consumir, em
adicdo a sua dieta regular, duas doses/dia (480ml cada dose) de
suplemento hipercaldrico e hiperproteico que forneceu um total didrio
de 600kcal, 32 gramas de proteina, 2,18 gramas de EPA e 0,92 gramas
de DHA por nove semanas (3 semanas antes da quimioterapia e 6
semanas durante a quimioterapia). Vinte e trés pacientes foram
envolvidos no estudo, quinze continuaram usando o suplemento até o
final do estudo. O peso médio dos individuos aumentou 2,5Kg do
momento basal até a terceira semana, entretanto ocorreu diminui¢io
significante de peso durante as seis semanas de quimioterapia. Foram
avaliadas 11 citocinas: IL- 1B, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, eotaxin, granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) e RANTES (beta-
chemokine) — apenas trés sofrem alteracio estatisticamente significante
durante o estudo. Eotaxin e RANTES aumentaram na terceira semana,
mas nio continuaram aumentando na semana nove; GM-CSF diminuiu
significativamente na terceira semana e depois aumentou na semana
nove (22).

Estudos prévios com individuos sauddveis encontraram
associagdo entre o consume de dcidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa da familia Omega-3 e baixos niveis de marcadores pro-
inflamatérios (IL-6, TNF-a, IL-1 e C-RP), suportando a teoria de que o
consumo de dmega-3 deve ser benéfico em pacientes acometidos por
doengas caracterizadas por inflamacdo cronica (23). Em nosso estudo,
foi possivel observar este desfecho para PCR, entretanto o resultado néo
foi observado para interleucinas, possivelmente devido ao nimero de
pacientes incluidos no estudo ou devido a quantidade fornecida de
EPA+DHA.

Inflamacdo é uma caracteristica comum no cancer. A presenca e
a magnitude da resposta inflamatéria cronica podem produzir um
progressivo declinio nutricional. Uma intervencdo nutricional especifica,
levando a redugdo do estado inflamatdrio, para melhorar a resposta
imune e conseqiientemente melhorar o estado nutricional pode ser uma
estratégia de sucesso. Alteracdo na natureza dos 4cidos graxos ingeridos
parece ser uma alternativa de tratamento através da qual podemos
modular o comportamento e a resposta de células imunes — incluindo
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seus componentes inflamatérios — e verificar reflexo no estado
nutricional de individuos oncoldgicos (24).

Conclusao

Acompanhamento de pardmetros nutricionais e bioldgicos
durante o tratamento quimioterdpico tem implicagcdes praticas
interessante. NOs verificamos que baixas doses de suplemento
encapsulado de 6leo de peixe pode modular positivamente o estado
nutricional e a relacdo PCR/Albumina. Esta é uma intervencao dietética
especifica que pode parar ou reverter o declinio do estado nutricional de
individuos com cancer colorretal a fim de melhorar o desfecho clinico.

Além disso, estes resultados devem ser confirmados em estudo
maiores de modo que a avaliacio da relacio PCR/Albumina e a
intervencdo nutricional com suplemento de 6leo de peixe tornem-se
praticas comuns em tratamento quimioterdpico de pacientes com cancer
colorretal.
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49 pacientes com cancer colorretal em tratamento quimioterapico no Centro
de Pesquisas Oncoldgicas (de Novembro, 2009 até Julho, 2010},

12 Pacientesforam excluidos devido presenga de
fatores de exclusao

‘ 37 pacientes convidados a participar do estudo ‘

14 pacientes recusaram

‘ 23 pacientes foram distribuides de formarandomizada ‘

Ny

5 N&o completaram o
estudo

GS (n=10}) GNS5 (n=8)

Figura 1. Fluxograma dos pacientes durante o estudo, Florianépolis, 2011.
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Figura 2. Comparagao entre as medianas da relacio PCR/Albumina de pacientes
com cancer colorretal, entre os grupos: suplementado (GS) (consumo didrio de
dois gramas de 6leo de peixe encapsulado) e grupo ndo suplementado (GNS) no
momento basal e apds nove semanas de tratamento, Florianépolis, 2011.



Tabela 1- Caracteristicas dos pacientes no momento basal, Florianépolis, SC,

2010.
Characteristics Grupo nao Grupo P

suplementado suplementado

(n=12) (n=11)

Sexo (F/M) (n) 3/9 3/8 1.00°
Estagio da doenca (1-2-3 8/4 6/5 0.68"
/4) (n)
Localizacao primaria 6/6 4/7 0.68"
(colon / reto) (n)
Peixe frequente 3 3 1.00°
(sim / nao) (n)
Peso corporal' (Kg) 66.8 (11.6) 73 (16.8) 0.31°
IMC ' (Kg/ m®) 25.0 3.4) 27.3 (6.1) 0.28°
Idade' (anos) 54.3(9.3) 50.1(8.2) 0.26"
Proteina C-reativa’ 6.4 (1.6-23.7) 5.1 (4.1-12.3) 0.95¢
(mg/L)
Albumina'(g /dL) 4.2 (0.4) 4.2 (04) 0.75°

T ~ T . ~ 2 ~ -
Valores sdo média (Desvio Padrio); © Valores sdo mediana (Intervalo

Interquartil).

* Teste exato de Fisher, ® T-test,  Mann-Whitney teste.

IMC= Indice de Massa Corporal.

Estagio da doenca: 1= (T1-2, NO, MO0); 2 = (T3-4, NO, MO0); 3 = (qualquer T,
N1-2, MO0); 4 = (qualquer T, qualquer N, M1).

99

Peixe frequente= consumo frequente “sim” foi considerado mais de uma vez na

s€mana.
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Tabela 2- Comparacdo entre os grupos GS (dois gramas de 6leo de peixe/dia) e
GNS de individuos com cancer colorretal em tratamento quimioterdpico, apds
nove semanas de tratamento.

Grupo nao Grupo )/
suplementado Suplementado
mn=38) (n=10)

Proteina C-reativa’ (mg /L) 13.0 (2.6-32.7) 3.4 (1.6-4.0) 0.09°
Albumina’ (g / dL) 4.2 (0.3) 4.2 (0.3) 0.99*
IL-6 2(pg/mL) 69.8 (61.9-144.3)  81.2(68.5-104.1)° 1.00°
IL-1[52 (pg / mL) 1.2 (1.0-1.2) 3.6 (1.2-4.2)° 0.19°
TNF-o (pg / mL) 60.7 (52.8-71.7) 61.1(56.0-64.8)°  0.74°
Peso Corporall(Kg) 65.2 (10.5) 71.9 (16.8) 0.34°
IMC' (Kg / m’) 24.6 (2.8) 26.7 (5.8) 0.36°
"'Valores sdo media (Desvio Padrio); *Valores sdo mediana (intervalo

interquartil).

* Teste-T, ” Teste Mann Whitney . * ¢ =9 porque uma amostra hemolizou.
Abreviagdes siao:IMC= Indice de Massa Corporal; IL-6 = interleucina 6; IL-1p
= interleucina 1 beta; TNF-a = Fator de Necrose tumoral alfa.
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Tabela 3- Comparacdo entre grupo nio suplementado e grupo suplementado (2
gramas de 6leo de peixe/dia), de pacientes com cancer colorretal, de acordo com
a diferenca entre os valores encontrados na semana 9 e os do momento basal
para marcadores do estado nutricional e inflamatdrio. Florianépolis, SC, 2010.

Marcadores Grupo nao Grupo )
suplementado suplementado
n=28) (n=10)
Proteina C-reativa 1.0 (-1.8;10.3) -1.4 (-4.0-0.7)  0.06"
(mg /L)
Albumina (g / dL) 0.1(0.2) 0.1 (0.5) 0.87°
IL-6 *(pg /mL) -1.9 (-138.9:4.8)°  1,3(-50.7;31.1)°  0.64°
IL-1p ! (pg / mL) -1.2 (7.0)° 2,3 (8.0)° 037
TNF-a ? (pg / mL) 10.5 (-11.2;18.5)° -2.2 (2.0;24.6)° 0.49°
Peso corporal 2(Kg) -1.6 (-2.4;-0.3) 0.5 (-0.3;1.0) 0.01°
IMC*(Kg / m’) -0.6 (-0.9;-0.1) 0.2 (-0.1;0.4) 0.03°
! Valores sdo media (Desvio Padrio); * Valores sdo mediana (intervalo
interquartil).

* Teste -T, * Teste Mann Whitney. * GS n = 7; GNS n=8 porque amostras
hemolizaram.

Abreviacdes sdo: IMC= Indice de Massa Corporal; IL-6 = interleucina 6; IL-18
= interleucina 1 beta; TNF-o = Fator de Necrose Tumoral- alfa.
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Resumo:

O processo inflamatdrio € sustentado no cancer colo-retal pelo préprio
tumor que junto com células imunes e do estroma secretam mediadores
pré-inflamatérios e fatores de crescimento, especialmente citocinas.
Estes estdo envolvidos na migracdo, invasdo e metdstase de células
malignas, ndo apenas nos estigios iniciais da oncogénese. O aumento de
alguns mediadores inflamatérios e de proteinas marcadoras da resposta
inflamatéria demonstrou ser fator progndstico independente da
sobrevida em vdrios tipos de neoplasias malignas, incluindo colo-retal.
A ingestdo dietética de 4cidos graxos poliinsaturados da familia dmega-
3 de cadeia longa, presentes no 6leo de peixe, tem sido relacionada com
a supressdo da transformac@o neopldsica, angiogénese e crescimento de
células tumorais, uma vez que modifica reacdes auto-imunes e
inflamatérias. EPA e DHA sdo rapidamente incorporados a
fosfolipideos de membranas celulares, primariamente de células imunes,
e modulam uma série de fungdes destas. Agem na regulacio do sistema
imunoldgico através da sintese de eicosandides com ag¢do menos pro-
inflamatdria, atuam na inibicdo do fator de transcricdo nuclear beta
aumentado apoptose de células transformadas, aumentam atividade
fagocitica dos fagdcitos, ativam o receptor peroxissomo proliferador
ativado, afetam a proliferacdo e apoptose de células T CD4 mitdgenas e
antigénica-induzida. Embora vérias vias e mecanismo de modulagdo da
resposta inflamatdria ja tenham sido apresentados ha caréncia de estudos
clinicos experimentais em humanos para nortear intervencdes
terapéuticas dietéticas adjuvantes.

Unitermos: 6mega-3, inflamag¢ao, estado nutricional, cancer colo-retal
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Abstract:

The inflammatory process is sustained in colorectal cancer by the tumor
along with immune cells and stroma secretes pro-inflammatory
mediators and growth factors, especially cytokines. These are involved
in migration, invasion and metastasis of malignant cells, not only in the
early stages of cancer process. The increase of some inflammatory
mediators and protein marker of the inflammatory response has proven
to be an independent prognostic factor of survival in various types of
malignancies, including colorectal. Dietary intake of polyunsaturated
fatty acids omega-3 long-chain, present in fish oil, has been associated
with the suppression of cancer transformation, angiogenesis and growth
of tumor cells, since changes autoimmune reactions and inflammatory
diseases. EPA and DHA are rapidly incorporated into phospholipids of
cell membranes, primarily in immune cells, and modulate a number of
these functions. They act in regulating the immune system through the
synthesis of eicosanoids action with less pro-inflammatory act in the
inhibition of the transcription factor nuclear beta increased apoptosis of
transformed cells, increased phagocytic activity of phagocytes, activates
the peroxissome proliferator-activated receptor, affect the proliferation
and apoptosis of CD4 antigen and mitogen-induced. Although several
pathways and mechanism of modulation of the inflammatory response
have already been presented there is a lack of experimental clinical
studies in humans to guide dietary adjuvants therapeutic interventions.

Key word: omega-3 fatty acids, inflammation, nutritional status,
colorectal cancer
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Resumen

El proceso inflamatorio es sostenido en el cdncer pego-retal por el
propio tumor que junto con células inmunes y del estroma secretan
mediadores pro-inflamatorios y factores de crecimiento, especialmente
citocinas. Estos estdn envueltos en la migracién, invasién y metastasis
de células malignas, no sélo en las précticas iniciales de la oncogénese.
El aumento de algunos mediadores inflamatorios y de proteinas
marcadoras de la respuesta inflamatoria demostré ser factor prondstico
independiente de la sobrevenida en varios tipos de neoplasias malignas,
incluyendo pego-retal. La ingestion dietética de dcidos grasos poli
insaturados de la familia dmega-3 de cadena larga, presentes en el dleo
de pez, ha sido relacionada con la supresion de la transformacion
neopldsica, angiogénese y crecimiento de células do tumor, una vez que
modifica reacciones auto-inmunes y inflamatorias. EPA y DHA son
rapidamente incorporados la fosfolipedes de membranas celulares,
primariamente de células inmunes, y modulan una serie de funciones de
estas. Actian en la regulacién del sistema inmunoldgico a través de la
sintesis de eicosandides con accién menos pro-inflamatoria, actian en la
inhibicién del factor de transcripcidon nuclear beta aumentado apoptose
de células transformadas, aumentan actividad fagocitica de los fagdcitos,
activan el receptor peroxissomo proliferador activado, afectan la
proliferacién y apoptosis de células T CD4 mitogenas y antigénica-
inducida. Aunque varias vias y mecanismo de modulacién de la
respuesta inflamatoria ya hayan sido presentados hace carencia de
estudios clinicos experimentales en humanos para nortear intervenciones
terapéuticas dietéticas adyuvantes.

Unitérminos: dmega-3, inflamacién, estado nutricional, cdncer pego-
retal



106

INTRODUCAO

O céancer colo-retal (CCR) abrange tumores que atingem o
c6lon e o reto. Tanto homens como mulheres sdo igualmente afetados,
maior freqii€ncia € observada em populagdes de nivel socioecondmico
mais alto, que vivem em dreas urbanas e que possuem doenca
inflamatdria intestinal de longa duragdo. E uma doenca tratdvel e
freqiientemente curdvel quando localizada no intestino e sem extensao
para outros (’)rgﬁosl.

A etiologia do cancer de cdélon é complexa e envolve fatores
genéticos e ambientais. O acimulo de alteracdes genéticas ¢é
fundamental para o desenvolvimento do CCR, e mutagdes em pelo
menos quatro ou cinco genes sdo necessdrias para a formagdo de um
tumor maligno. Estes se originam, em sua maioria, de polipos
adenomatosos'.

Apesar de a inflamagfo constituir um evento normal da resposta
imune, diferentes condi¢des podem induzir a ativagdo excessiva do
processo inflamatdrio que, se persistir, provoca danos a tecidos e 6rgaos.
No cancer, o préprio tumor secreta multiplas citocinas ou fatores de
crescimento que podem alterar o microdesenvolvimento do tumor e
promover crescimento e metdstase. Muitos destes fatores promovem
fendtipo angiogénico em estroma ou células do hospedeiro infiltradas,
resultando no desenvolvimento de novos vasos que fornecem nutrientes
para o crescimento continuado do tumor e facilitam o processo de
metastizacio’.

O aumento de alguns mediadores inflamatdrios e de proteinas
marcadoras da resposta inflamatéria demonstrou ser fator progndstico
independente da sobrevida em vdrios tipos de neoplasias malignas,
incluindo melanoma, mieloma, carcinoma renal, cincer de ovdério e
canceres do trato gastrintestinal3. Acredita-se, ainda, que a resposta
inflamatéria € um fator potencialmente importante na variabilidade
inter-individual da quimioterapia quanto a resposta ao cancer e seus
efeitos téxicos’. Os mediadores inflamatérios estdo envolvidos na
migracdo, invasdo e metdstase de células malignas, nio apenas nos
estagios iniciais da oncogénese”.

Tem-se investigado o uso de lipides em terapia nutricional. A
abordagem molecular tem possibilitado desvendar a interacdo destes
componentes com a membrana celular e a regulacdo de genes
envolvidos em quadros clinicos especificos. No contexto da oncologia, a
ingestdo dietética de dcidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3



107

(0-3) tem sido relacionada com supressdo de transformagédo neoplésica,
angiogénese e crescimento de células tumorais, uma vez que modifica
reacdes auto-imunes e inflamatérias®. Alguns estudos tém mostrado
melhora na eficicia de quimioterdpicos quando associados a dcidos
graxos -3 de cadeia 10nga6.

Realizou-se uma revisdo bibliografica a partir de exploracdo de
artigos indexados a base de dados Pubmed via National Library of
Medicine e Web of Science usando descritores relacionados a temética:
cancer colo-retal, inflamacdo, resposta imune, dleo de peixe e édcidos
graxos ®-3 - em idioma portugués e inglés, combinados de diversas
formas. O objetivo tracado foi de descrever e interrelacionar os
mecanismos de a¢do moduladora do 6leo de peixe sobre a resposta
inflamatdria no cancer colo-retal, assim como reunir as recomendacdes
dietéticas.

Acidos graxos

Os 4cidos graxos das familias ©-3 e ®-6 sdo obtidos por meio
da dieta ou produzidos pelo organismo a partir do 4cido linoléico (AL)
C18:2 (»-6) e do 4cido a-linolénico (AAL) C18:3 (®-3), pela acdo das
enzimas elongase e dessaturase’. AL é convertido em dcido
araquiddnico (AA) C20:4 (w-6), enquanto AAL € convertido em acido
eicosapentaendico (EPA) C20:5 (o0-3) e 4cido docosahexaendico (DHA)
C22:6 ((0—3)8. Os acidos di-homo-y-linoléico (ADGL) C20:3 (0-6), AA
e EPA sdo precursores dos prostandides das séries 1, 2 e 3 e dos
leucotrienos de série 3, 4 e 5, respectivamente (Figura 1),

Os 4cidos graxos -3 estdo presentes predominantemente em
vérios tipos de 6leos vegetais, nos peixes e algas. O 6leo de peixe, assim
como as algas sdo as principais fontes de dcidos graxos de cadeia longa
(EPA e DHA), enquanto que os 6leos vegetais sdo a principal fonte de
AAL, outras fontes sdo os vegetais de folha verde, nozes, sementes,
frutas, alguns cereais e leguminosas, aves e carnes®. Humanos t¢ém um
mecanismo enzimatico (figura 1) que converte AAL em &cidos graxos
da familia ®-3 de cadeia alongada (EPA e DHA). No entanto esta
interconversdo de dcidos graxos € limitada e pode variar em subgrupos
da populagﬁog. Portanto, o modo mais efetivo de aumentar a
concentracdo sérica ou em fosfolipides de um 4cido graxo -3
especifico € fornecendo-o ao individuo. Em uma meta andlise,
Arterburn, Hall e Oken’ concluiram que a partir da ingestdo de 6leo de
peixe a concentracdo em fosfolipidios e plasmdtica de EPA e DHA
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aumentam de maneira linear, entretanto a ingestdo de DHA tem uma
saturacdo dose-dependente em torno de dois gramas por dia.

Relacio entre a inflamacio e resposta imune no cancer

A conex@o entre inflamagdo e cincer pode ser vista
considerando duas vias: extrinseca e intrinseca. A via extrinseca surge
de condi¢des infecciosas ou inflamatdrias, como a doenga inflamatdria
intestinal, que aumentam o risco de desenvolvimento de cancer. A via
intrinseca surge de alteracdes genéticas que causam inflamacgdo e
cancer; estas alteragdes incluem ativacdo de vdrios tipos de oncogenes
por mutag¢do, rearranjo ou amplificagdo cromossomal e por inativacio de
genes supressores de tumor. As células ja transformadas produzem
mediadores inflamatérios formando um microambiente inflamatdrio
onde ndo havia inflamagdo prévias.

As duas vias se convergem, resultando em ativacdo de fatores
de transcricdo, como fator de transcricdo nuclear b (NF-xb), sinal de
traducdo e ativagdo de transcri¢do 3 (STAT3) e fator indutor de hipdxia
la (HIF1a) em células tumorais. Estes fatores de transcri¢do coordenam
a producdo de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas e
quimiocinas, assim como a produ¢do de ciclooxigenase 2 (COX2) que
resulta em produgdo de prostaglandinas. Os mediadores inflamatdrios,
em conjunto, recrutam e ativam leucdcitos, mastdcitos, macréfagos e
eosinodfilos. As citocinas produzidas pelas células tumorais ativam os
mesmos fatores de transcri¢@o ativados jd ativados em células do tumor,
nas células inflamatdrias e do estroma. Como resultado tem-se produgio
de mais mediadores inflamatérios e concretizagdo do microambiente
inflamatdrio relacionado ao cancer (figura 2). Assim, a inflamacgdo
relacionada ao cincer tem muitos efeitos promotores de crescimento
tumoral’.

A infiltracdo de células do tumor por neutrdfilos constitui a
primeira linha da defesa imune a injdria ou infec¢do. Quando as reacdes
contra patégenos tornam-se excessivas ou inapropriadas podem
contribuir para o crescimento e propagacdo do cancer e para
imunossupressao associada ao desenvolvimento da doenca'®. A resposta
imune anti-tumor é ainda regulada por células dendriticas, cuja principal
funcdo € a fagocitose e apresentacdo de antigenos, tendo papel crucial
tanto na ativagdo da imunidade antigeno-especifica quanto na
manutencdo; promovendo uma ponte entre imunidade inata e
adaptativam.
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Acidos graxos e suas relacdes com a resposta inflamatoria e

imune

Acidos graxos poliinsaturados tém um niimero de fungdes vitais
no corpo humano’, inseridos em fosfolipidios da membrana celular sdo
componentes estruturais desta e modulam a fluidez, sinalizacio e
interacdes celulares®. Participam da manutencdo em estado de
normalidade das fung¢des cerebrais e transmissao de impulsos nervosos,
da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sangiiineo, da
sintese da hemoglobina e da divisdo celular. Desempenham papel
importante na regulagdo do sistema imunoldgico, agindo como
precursores para a sintese de eicosandides, que incluem prostaglandinas
(PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e outros derivados
oxidados''. Estdo, portanto, envolvidos na modula¢do da intensidade e
da duracio da resposta inflamatéria''. Como os fosfolipideos da
membrana celular normalmente contém niveis mais elevados de AA do
que de EPA'?, AA é o precursor mais comum de eicosanéides e déd
origem a PG, TX e LT de séries pares.

Os eicosandides agem de forma autocrina e pardcrina,
influenciando intmeras fungdes celulares que controlam mecanismos
fisioldgicos e patoldgicos no organismo. Contudo, considera-se que os
eicosandides produzidos a partir de EPA sdo menos pré-inflamatérios
em sua acdo bioldgica do que os mediadores derivados do AA. Existe
concorréncia entre os 4cidos graxos ®-6 e ®-3 para a sua conversio
metabdlica através das enzimas dessaturase e elongase, que sdo comuns
a ambas as vias'\. Entretanto, estas enzimas tém maior afinidade para os
dcidos graxos w-3 de cadeia longa, tal que, quando a ingestdo dietética
destes d4cidos graxos estd elevada, eles sdo preferencialmente
metabolizados’. Isto leva a uma inibicio competitiva do metabolismo do
acido graxo w-6, onde a dessaturacio do AL e concentragdes de AA sdo
diminuidas consideravelmente apds suplementacdo de EPA e DHA'%
Uma vez que os 4cidos graxos ®-3 sdo preferencialmente utilizados,
qualquer suplementacdo com ®-3 (exemplo, 6leo de peixe) terd um
impacto considerdvel na classe de eicosandides produzidos. Assim, a
suplementacdo da dieta de seres humanos com 6leo de peixe resulta na
diminuicdo da produgdo de uma série de eicosandides derivados do AA,
incluindo a PGE,, TXB,, LTB,, 4acido 5-hidroxieicosatetracndico e
LTE, por células inflamatérias'>"*.

No entanto, alguns estudos t€ém mostrado que PGE, é um
potente inibidor da produgdo de duas citocinas pré-inflamatdrias - fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) - por mondcitos
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e macréfagos’” e que ele inibe a 5-lipoxigenase e assim diminui a
producdo de LT de série 4 e induz a 15-lipoxigenase promovendo a
formagdo de lipoxinas que sdo conhecidas por terem efeitos anti-
inflamatérios'®. Estes resultados mostram que a PGE, possui atividade
pré e anti-inflamatéria. Assim, alguns derivados de AA exercem papéis
pré e anti-inflamatérios e podem ser importantes na resolucdo da
inflamacao.

Além disso, muitos dos efeitos de 4cidos graxos ®-3 na
producdo de mediadores inflamatérios parecem estar relacionados com
alteracdes na expressdo dos genes que codificam os mediadores, ao
invés de mudancas na produgdo de eicosandides. Uma via de supressao
ocorre através da possibilidade de interferéncia na apoptose. Quando
ativado, o NF-xb programa morte celular e apoptose. EPA e DHA
podem restaurar a fung¢do de apoptose pela regulacdo negativa de NF-
kb'” que por sua vez regula negativamente a expressio de CcoxX2" e de
genes da familia Bel-2'%,

A ativacdo do receptor peroxissomo proliferador ativado
(PPAR) pelos 4cidos graxos € uma das vias importantes para o controle
do crescimento tumoral®. Através da transcricio de genes especificos
pode ocorrer interferéncia na homeostase lipidica otimizando o
fornecimento de energia para as células funcionalmente mais
importantes do organismo - incluindo células imunes - e desacelerando a
expressdo de genes envolvidos na lipogénese®'. Ativacdo de PPAR por
®-3 mostra potencial efeito antineopldsico através da detengdo de
inducdo de ciclo celular e apoptose reprogramando diferenciagdo
celular e inibindo anglogenese . Acidos graxos como DHA e EPA sdo
ligantes naturais mais fortes para os PPAR que os dcidos graxos
saturados e monoinsaturados™. Além disso, 4cidos graxos ®-3 poderiam
atenuar processo inflamatério via atividade de PPAR-y (uma isoforma),
talvez envolvendo interferéncia na ativagio de NF-kb**

Acidos graxos ®-3 de cadeia longa também podem ter efeitos
benéficos em células imunes humanas, como as células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), que exercem um papel vital na
inflamac¢do. Estudo realizado examinou os efeitos da suplementacio de
EPA+DHA em todo o perfil de expressdo genética do genoma das
PBMC. A suplementagdo resultou em diminuicdo da atividade anti-
inflamatéria e anti-aterogénica, caracterizada pela diminuicdo da
expressdo de genes de fatores envolvidos em atividades pro-
inflamatdrias como NF-kb, citocinas pré-inflamatérias e eicosandides®*

Uma descoberta recente identificou um novo grupo de
mediadores lipidicos que tem papel fundamental na resolu¢do da
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inflamagfo. Dois componentes desse grupo, as resolvinas e protectinas,
sdo biossintetizadas a partir de 4cidos graxos -3 de cadeia longa, como
EPA e DHA. Estes mediadores parecem exercer potente acdo anti-
inflamatdria nos neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e células T.
Autores afirmam que provavelmente esses mediadores explicardo
muitas das agdes anti-inflamatorias dos acidos graxos ®-3 de cadeia
longa que foram previamente descritas na literatura®. Quanto as
propriedades imunomoduladoras dos dcidos graxos ®-3 tem-se que EPA
e DHA dietéticos alteram composi¢@o dos fosfolipidios e de proteinas de
sinalizacdo®®, sdo importantes para a manutencdo e a amplificacdo dos
receptores de células T sinalizando vias em parte por agir como
facilitadores para interagdes proteina—proteina27.

Existem ainda outras vias pelas quais a suplementacdo de dcidos
graxos ®-3 de cadeia longa parecem interferir negativamente na
inicia¢do e progressdo do tumor, sio elas: pela diminui¢do da ac¢do pro-
oncogénese da ornitina descarboxilase no ldmen intestinal’’, pela
regulacio negativa da proteina quinase C beta II (PKCBII) que regula
proliferacao celular e apoptose na criptazs, pela diminui¢c@o dos niveis da
isoforma induzivel do 6xido nitrico sintase (iNOS) diminuindo a
estimulacdo de COX2** e reducdo da atividade de fator de crescimento
semelhante a insulina-Il (IGF-II) permitindo apoptose de células
alteradas™.

Resultado de estudos experimentais com humanos

O cancer colo-retal evolui a partir de um processo de varias
etapas e é uma doenca fortemente influenciada pela dieta. Consistente
com ensaios clinicos em humanos®™® estudos experimentais tém
demonstrado que o equilibrio entre a proliferacdo das células epiteliais
do célon e apoptose pode ser modulada favoravelmente por &cidos
graxos ®-3 na dieta, conferindo resisténcia a agentes cancerigenos
téxicos’’. EPA tem mostrado inibir inflamacdo in vivo e tem sido
associado com ganho de peso, melhor resposta a terapia, menores
complicacdes e freqiiente aumento da sobrevida em vdrios pacientes
com cancer. Ingestdo dietética de 4cidos graxos ®-3 tem sido co-
relacionada com supressdo de transformacdo neopldsica, angiogénese e
crescimento de células tumorais® inclusive durante a quimioterapia6.

Sdo escassos, ainda, os estudos experimentais em humanos que
investigam o efeito de dietas ricas em ®-3 de cadeia longa no estado
nutricional, resposta imunoldgica e condigdes inflamatdrias de
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individuos com desordens colo-retal. O quadro 1 apresenta estes estudos
e seus principais achados em ordem cronoldgica.

Podemos observar a evolucdo dos achados clinicos e a
concordancia destes com os publicados a nivel celular e ja descritos. Os
estudos comprovam que os 4cidos graxos dmega-3 de cadeia longa sdo
incorporados e influenciam o sistema imune dos seres humanos com
cancer colo-retal em quimioterapia de maneira dose-dependente. No
entanto, ha ainda muitas davidas e incertezas rondando a temdtica, como
a dose de dcidos graxos que deve ser consumida, o periodo de tempo e o
momento de iniciar a suplementacao.

CONSIDERA COES FINAIS

Um grande ndmero de estudos publicados defende a idéia de
que 4cidos graxos ®-3 modulam componentes importantes relacionados
a imunossupressdo gerada pela inflamacdo exacerbada, agindo como
terapia adjuvante ao desenvolvimento de cancer colo-retal e a sua
progressdo. Entretanto, é essencial entender precisamente como oS
dcidos graxos ®-3 modulam a funcdo imunoldgica para que as
recomendacgdes dietéticas possam ser embasadas cientificamente. A
partir desta revisdo fica evidente a caréncia de estudos clinicos.

Dentre os desafios futuros estdo a determinacdo exata dos
mecanismos pelos quais dietas com 4cidos graxos ®-3 influenciam a
manutencdo do equilibrio de subconjunto de células T gerando um
sistema imunoldgico sauddvel, a alteracdo na estrutura de
microdominios e a fungdo da membrana, o metabolismo de eicosandides
e a ativacdo de receptores nucleares, assim como a traducdo destes
achados para a prdtica clinica com a determina¢do de quantidade de
acidos graxos -3 de cadeia longa, proporcido, tempo de administragio e
momento 6timo para uso.

As publicagdes discutidas neste artigo relacionam-se a achados
clinicos em humanos com doenga localizada em célon e reto. Devido a
particularidades quanto a fisiopatologia e evolucdo clinica da doenca
com outra localizacdo ndo se pode generalizar os resultados de
suplementacdo aqui apresentados.
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Quadro 1 — Resumo de alguns estudos em seres humanos, investigando o efeito

de 4cidos graxos w-3 de cadeia longa no cancer de c6lon.

Resultados Diminui¢do das células | Diminuicdo da média do Aumento do indice de apoptose e
em fase “S” na parte | indice proliferativo da de células positivas para Bax (pro-
superior das criptas do | mucosa. apoptdticas).
célon. Diminui¢do dos niveis de
Diminui¢do dos niveis de | AA na mucosa retal.

AA na mucosa retal. Aumento dos niveis de
Aumento dos niveis de | EPA e DHA na mucosa
EPA e DHA na mucosa | retal.

retal.

Dieta Suplementacdo de dleo de| Suplementa¢do com 2,1g | -

experimental peixe contendo 4,1g/dia| ou 5,1g ou 7,7g/dia de
EPA e 3,6g/dia DHA. 6leo de peixe.

Métodos Suplementagdo com | Suplementagdo com 6leo | Diminuicdo da ingestdo de lipidios
4cidos graxos -3 de | de peixe durante 30 dias | de 30% para 20% do total da dieta;
cadeia longa durante 12 | em um ensaio duplo-cego | diminuicio do consumo de
semanas em um ensaio | em pacientes com | alimentos contendo &4cidos graxos
duplo-cego em pacientes | adenomas coldnicos | -6 e aumento da ingestdo de
com polipos colo-retais | esporddicos. alimentos contendo 4cidos graxos
adenomatosos ®-3, durante 2 anos em pacientes
esporadicos. polipectomizados.

Ano da 1992 1994 2003

publicacao

Autores Anti M et al.”! Anti M et al.? Cheng J et al.”
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Aumento  significativo
de EPA na mucosa do
colon.

Aumento da apoptose e
diminuicao da
proliferacdo das células

Aumento do peso corporal
em 2,5 kg no periodo pré-
quimioterapia e
estabilizacdo durante a QT.
Aumento significativo da
PCR entre o inicio e a

Aumento na incorporagdo
plasmatica de EPA e DHA apds
suplementagdo.

Aumento na atividade fagocitica de
neutrdfilos.
Niao houve diferenga estatistica no

da cripta coldnica. terceira semana de | peso dos pacientes com e sem
suplementagao, com | suplemento; no entanto, dos 19
posterior diminuicdo | individuos, 12 apresentaram ganho
Suplementacdo com | Suplementagio com | Suplementagdo com 2g/dia de dleo
2g/dia de EPA. 2,18g/dia de EPA e | de peixe encapsulado.
0,92¢g/dia de DHA.
Suplementagdo Suplementagdo de um | Investigacdo da agdo do Omega-3

encapsulada de EPA
durante trés meses em
pacientes com adenoma
colo-retal.

composto hipercaldrico,
hiperproteico e rico em EPA
durante 12 semanas (trés
semanas antes de iniciar a
QT e nove semanas durante
a QT) em pacientes com
cancer colo-retal avangado.

durante 8 semanas sobre o sistema
imunitdrio inato e massa corporal
de pacientes oncoldgicos
submetidos a quimioterapia.

Dos 19 pacientes suplementados
dez tinham doenca localizada em
c6lon e/ou reto.

2007

2007

2008

Courtney ED, et al™

Red JA, et al.”

Bonatto®®
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Acido linoléico (AL) Acido linolénico (AAL)
€18:2 (w-6) C18:3 (w-3)
A6 Dessaturase Jl
C18:3 (w-6) C18:4 (w-3)
,,,,,,,,, z J, Elongase ¢
) Séries1e3 o o e
i sides | € Acido di-homo-y-linol €204 (u-3)
1 Leucotrienos | C20:3 (w-6)
””””” ! A5 Dessaturase J'
Séries 2 e 4 . ) Séries 3 e 5
Prostanoides | € Acido araquidénico (AA) Acido eicosapentaendico (EPA) —>» | Prostanéides
Leucotrienos C20:4(w-6) C20:5(w-3) Leucotrienos
J’ Elongase ¢
C22:4 (w-8) C22:5 (w-3)
J; Elongase ¢
C24:4 (w-6) €24:5 (w-3)
A6 Dessaturase ¢
C24:5 (w-6) C24:6 (w-3)
J’ B-oxidagdo ¢
€22:5 (w-6) Acido docosahexaendico (DHA)
€22:6(w-3)

Figura 1 — Metabolismo dos dcidos graxos -6 e ®-3.
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Via extrinseca Via intrinseca

Inflamag&o ou infecgdo J Ativagéo de oncogenesj

Ativagao de fatores de transcricdo (NF-kB, STAT3, HIF1a)
em células tumorais

}

Produgao de mediadores inflamatérios
(citocinas, quimiocinas, COX2,PGE)

.

Células inflamatérias.
recrutadas

células supressoras

macréfagos derivadas da mieléide

eosindfilos l neutrofilos

Ativacao de fatores de transcrigdo
(NF-kB, STAT3,HIf1a) em células inflamatorias,
células do estroma e células tumorais

|

Produgao de mediadores inflamatérios
(citocinas, quimiocinas,COX2, PGE)

|

Inflamagao relacionada ao cancer

.

* proliferacao celular, sobrevivéncia celular

*angiogénese e linfangiogénese

*invasdo, migragao e metastase de células tumorais
*inibigao da resposta imune adaptativa

*resposta alterada a horménios e agentes quimioterapeuticos

Figura 2 - Relag@o entre inflamag@o e cancer.
Fonte: Traduzido de Mantovani et al’.
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7.0 CONSIDERA COES FINAIS

a) Verificou-se alteracdo significativa nos marcadores de estado
nutricional e na relacdio PCR/albumina entre os grupos. Os individuos
do grupo suplementado com O6leo de peixe por nove semanas
apresentaram ao final do periodo melhor estado nutricional e menor
risco na avaliagdo pela relacio PCR/Albumina. Nio se verificou
diferenca estatistica dos valores de interleucinas entre os grupos. Um
marcador de inflamagfo, a proteina C-reativa, apresentou-se como um
valor borderline.

b) Nao houve abandono do estudo devido queixa de dificuldade
do consumo da quantidade estabelecida de 6leo de peixe.

¢) Nao se identificou, em nenhum dos momentos do estudo,
individuos classificados como caquéticos, segundo padrdes diagndsticos
de FEARON et al. (2006).

d) Este estudo foi importante, pois mostrou o efeito do
suplemento isolado de 6leo de peixe sobre marcadores do estado
nutricional. Outros autores haviam elucidado o efeito de um suplemento
com maior quantidade de dcidos graxos EPA e DHA combinados com
alta densidade caldrica e protéica.

e) O estudo permite inferir que o consumo de suplemento
encapsulado de 6leo de peixe por individuos com cancer colo-retal em
quimioterapia pode ser benéfico para o curso do tratamento, devendo ser
estimulado pelos profissionais.

f) A aderéncia do paciente € um fator limitante em estudos de
intervengdo nutricional. Neste estudo a aderéncia foi monitorada por um
diario de registro de consumo de cdpsulas e contatos telefénicos com os
pacientes. O fato de ter sido solicitado a devolugdo do registro de
consumo e dos frascos de suplemento, apds as nove semanas de
tratamento, permitiram aos pesquisadores obter uma estimativa de
consumo que se acredita ser muito proxima da real. A exclusdo, no
momento das analises, de individuos com ingestdo abaixo de 80% do
recomendado de 6leo de peixe aumenta a fidelidade dos resultados.
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g) Pacientes com doenga avancada e em tratamento apresentam
multiplos sintomas que se confundem entre si e dificultam a condugéo
de intervencdo clinica com estes pacientes, assim como a interpretagcio
de resultados. Os individuos apresentam-se, ainda, afetados
emocionalmente, em duvidas sobre seu futuro e com dificuldades para
lidar com a doenga. Este foi um estudo inovador, que superou alguns
obstdculos para sua realizacdo, foi conduzido de forma cautelosa com
apoio de diversos colaboradores e respeitando cada sujeito e suas
particularidades. Os resultados s3o novos e otimistas em termo de
tratamento dietoterdpico adjuvante. Os autores acreditam na necessidade
de continuidade do estudo, com aumento do ndmero de individuos em
cada grupo e na hipdtese de testar o efeito da suplementacdo sob
diferentes protocolos quimioterdpicos.

h) O fato de individuos do GNS nfo ingerirem nenhum tipo de
capsula pode levar a questionamento sobre atribui¢do dos resultados ao
“efeito placebo”. Esta duvida pode persistir por certo tempo, pois ainda
ndo € possivel mascarar o efeito do consumo de dleo de peixe, sabe-se
que ha estudos para desenvolvimento de capsulas de Oleo vegetal
desodorizadas. Os estudos atuais que realizam suplementacdo de 6leo de
peixe em individuos com diferentes patologias utilizam grupo controle
sem tratamento ou vdrios grupos tratamento onde suplementam
diferentes doses de 6leo de peixe.

1) A ingestdo alimentar atual dos individuos, analisadas através de
trés recordatorios de 24 horas, aplicados durante o curso da intervengao,
mostra que: a ingestdo caldrica média do grupo estd abaixo da sua
necessidade; a ingestdo média de fibra e cdlcio esta abaixo das
necessidades estabelecidas pela Adequate Intake (AI), das
recomendacdes estabelecidas pelas Dietary References Intakes (DRI’s),
segundo sexo e idade; a distribuicio dos macronutrientes encontra-se
dentro da faixa estabelecida pela Acceptable Macronutrient Distribution
Range (AMDR) das DRI’s. Sobre a frequencia de consumo de peixe,
52,2% relataram ndo possuir esta habito e 26,1% relataram consumir
peixe uma vez na semana; em relagdo ao consumo de carne vermelha,
100% relataram ter este habito mais de uma vez na semana, destes,
91,3% mais de trés vezes na semana.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Relacio entre a Suplementacio de 6leo de peixe com o Estado
Nutricional e a Resposta Inflamatéria em Pacientes com Cancer
colo-retal

O(a) Senhor(a) estd sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, é importante que o(a)
senhor(a) entenda porque esta pesquisa esta sendo feita, como suas
informagdes serdo usadas, o que o estudo envolve e os possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atencio
e cuidado as informacdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia e
com seu médico, para que a sua participagdo possa ser uma decisdo bem
informada.

Este estudo esta sendo realizado no Centro de Pesquisas
Oncolégicas (CEPON) localizado na Rodovia Admar Gonzaga SC 404,
situado no bairro Itacorubi, municipio de Florianépolis, SC. O
pesquisador principal é nutricionista, doutor e professor titular do Curso
de Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
objetivo do presente estudo é: Avaliar o efeito da suplementagdo de Sleo
de peixe na resposta inflamatéria e no estado nutricional de pacientes
com cancer colo-retal.

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que
o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudo, o(a) senhor(a) ndo terd
nenhuma desvantagem, inclusive em relacdo ao tratamento médico e aos
cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito a receber. Se decidir participar,
o(a) senhor(a) ird assinar este termo de consentimento, mas mesmo
depois de assinado estard livre para sair do estudo a qualquer momento,
basta para isso informar a sua desisténcia. Isso ndo atrapalhard de
maneira nenhuma os cuidados que receberd.

Caso aceite participar, o(a) senhor (a) serd avaliado no inicio e
nove semanas apds a assinatura. Na avaliacdo que acontecerd no
CEPON o(a) senhor (a) serd pesado e serd medida a sua altura,
circunferéncia da cintura e dobras cutineas; no Laboratorio de Analises
Clinicas sera retirado uma amostra de sangue para avaliacdo bioquimica
laboratorial. Alguns individuos irdo consumir 6leo de peixe em cédpsulas
durante as nove semanas, estes deverdo ingeri-las junto com as
principais refeicdes (café-da-manhd, almoco e jantar). Apds inicio, nas
trés proximas vezes que comparecer a unidade de tratamento
ambulatorial do CEPON, o (a) senhor(a) serd convidado a responder
perguntas sobre 0 que costuma comer.
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Durante as avaliagdes o(a) senhor (a) poderd sentir-se cansado
ou chateado com as perguntas e avaliacdes, porém se necessitar de uma
pausa ou interrup¢do o(a) senhor(a) tem toda a liberdade para fazé-la. A
ingestdo das capsulas pode gerar algum desconforto extra relacionado a
digestdo do alimento, porém o pesquisador e a equipe estardo aptos a lhe
dar assisténcia.

O (a) senhor(a) ndo terd nenhum gasto com a pesquisa. As
cdpsulas (para quem fizer uso) serdo doadas pelo pesquisador, ele
também pagard os exames. O (a) senhor (a) ndo receberd nada
financeiramente por estar fazendo parte da pesquisa.

Espera-se que o consumo das cdpsulas de 6leo de peixe, na
quantidade indicada, ajude no tratamento do céncer colo-retal,
diminuindo o processo inflamatério gerado e diminuindo a perda de
peso.

Se o(a) senhor(a) estiver de acordo em participar do estudo,
garantimos que as informacdes fornecidas serdo confidenciais e s6 serdo
utilizadas neste trabalho com a finalidade de gerar conhecimento em
satide. Apenas o pesquisador e colaboradores (medico e nutricionistas
vinculados ao CEPON) terdo acesso aos dados. Ndo serdo tiradas fotos,
nem realizadas filmagens ou qualquer tipo de gravacdo das avaliagdes.
Nenhum dos dados serd publicado referindo-se a um individuo
especifico, sempre ao comportamento do grupo.

Para facilitar o contato e para retirar qualquer duvida que possa
surgir durante o periodo, o pesquisador entrard em contato com o(a)
senhor(a) uma vez por semana via telefone. Mas em caso de alguma
ddvida ou dificuldade em relagdo ao estudo, o(a) senhor(a) pode entrar
em contato com o pesquisador responsdvel: Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade pelo telefone: (48) 96156587 ou (48) 84020889 ou e-
mail: erasmotrindade @ccs.ufsc.br.

Se tiver duvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar
em contato com o Comité€ de Etica em Pesquisa, coordenador
Crystian W. C. Saraiva pelo telefone (48)33311502.

U ettt e e e et e ettt aae e et avaaaas S
portador do RG: ..ot
Fone(s) para contato:( ) ....ccceeeenee. (e

fui esclarecido sobre a pesquisa: Relacdo entre a Suplementacio de
oleo de peixe com o Estado Nutricional e a Resposta Inflamatéria
em Pacientes com Cancer colo-retal, além de ter lido e entendido
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todas as informacdes fornecidas sobre minha participacdo na pesquisa,
tive oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas
dudvidas foram esclarecidas satisfatoriamente.

Eu, voluntariamente, concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo
com os dados a serem coletados, podendo os mesmos ser utilizados
conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo que receberei
uma cépia assinada deste termo de consentimento.

Assinatura do paciente

Nome da pessoa que aplicou o termo

Assinatura da pessoa que aplicou o termo

Florian6polis___/___/
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APENDICE B - Instrumento para coleta de dados (T1- pré-

suplementacio)
I - IDENTIFICACAO:
N° prontudrio CEPON:
N°identificagdo na pesquisa:
Suplementacgdo: Sim ___ Nido__
Nome:
Sexo: | Idade:
Telefones:
E-mail:
Procedéncia/Endereco
Diagnéstico/Localizagao:
Estadiamento:
Comorbidades:
Farmaco QT:
Farmacos utilizados:
II - AVALIACAO SUBJETIVA:
De 0 a 10 como se ente em relagdo a:
() Disfagia/Odinofagia () Perda ( ) Edema
apetite/anorexia
( ) Boca seca () Aumento apetite () Distensao
abdominal
() Dific. mastigacdo () Néauseas () Dor abdominal
() Mucosite () VOmito () Diarréia
() Pirose (queimacio) () Alteracdo paladar () Constipagdo
Q) ) )

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

| () Normal | () Abaixo do normal

| () Acamado
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III - AVALIACAO ANTROPOMETRICA:

Altura: | P. atual: | IMC:

Classifica¢do IMC:

P. usual: | %PP: | Tempo PP:

Classificacdo perda de peso:

DCT: | DCT%:

Classificacdo DCT%:

CB: | CB%:

Classificacdo CB%:

IV - NECESSIDADES NUTRICIONAIS:
GET: Kcal/dia
PTN: g/dia

V - ANAMNESE ALIMENTAR:
Recordatorio de 24 horas (1). Data:

Horério ALIMENTOS MEDIDA
CASEIRA
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Tem hdbito de comer Peixe:

Quanms vezes na semana.

VI - AVALIACAO BIOQUIMICA:

Marcador Valor (IPIN escore) Dentro/acima/abaixo da
referéncia (IPIN risco)

1L-6

PCR

Albumina

IPIN

Complemento: preencher apds conclusdo dos trés instrumentos.

= Ingestdo alimentar:

Média Kcal total e macronutrientes:

Meédia de consumo de dmega-3 (g e % Kcal da dieta)

Média de consumo de dmega-6 (g e % Kcal da dieta)

Relagdo dmega-3/ 6mega 6 (g):

= Caquexia (segundo Fearon, Voss e Hustead, 2006) no T1:

S N
= Caquexia (segundo Fearon, Voss e Hustead, 2006) no T2:
S N

Perda de peso > 10% do peso usual antes da doenga e ingestdo alimentar < 1500
Kcal/dia e concentracido de PCR > 10mg/L
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alimentar)
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N° prontudrio CEPON:
N°identificagfio na pesquisa:

Recordatorio de 24 Horas .
Data:

Horario ALIMENTOS MEDIDA

CASEIRA
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APENDICE D - Instrumento para coleta de dados (T2- pos-
suplementacio)

I - IDENTIFICACAO:

Nome:

N° prontudrio CEPON:
N°identificagdo na pesquisa:
Suplementagdo: Sim ___ Nao__

Diagnéstico/Localizacio:
Estadiamento:
Comorbidades:

Farmaco QT:
Farmacos utilizados:

II - AVALIACAO SUBJETIVA:

De 0 a 10 como se ente em relacdo a:

() Disfagia/Odinofagia () Perda ( ) Edema
apetite/anorexia

( ) Bocaseca () Aumento apetite () Distensao
abdominal

() Dific. mastigacdo () Ndauseas () Dor abdominal

() Mucosite () VOmito () Diarréia

() Pirose (queimagdo) () Alteracdo paladar () Constipacdo

Q) ) )

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

| () Normal | () Abaixo do normal | () Acamado

III - AVALIACAO ANTROPOMETRICA:

Altura: | P. atual: | IMC:

Classificacdo IMC:

P. usual: | %PP: | Tempo PP:

Classificacdo perda de peso:

DCT: | DCT%:

Classificacdo DCT%:

CB: | CB%:

Classificacdo CB%:
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IV - AVALIACAO BIOQUIMICA:

Marcador Valor (IPIN escore) Dentro/acima/abaixo da
referéncia (IPIN risco)

1L-6

PCR

Albumina

IPIN
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APENDICE E - Guia de solicitacao dos exames para pesquisa
_ clinica )
SOLICITACAO DE EXAMES - PESQUISA CLINICA

Identificacao do Cliente:

Nome:

Convénio:
1702 - FUNPESQUISA-ERASMO B S M TRINDADE

Exames Solicitados:
Material: SANGUE

06086 — Proteftna C Reativa
01124 — Proteinas Totais e Fracoes
14983 — Coleta de Material Solicitado
Orientacdes ao Cliente :
e Necessario jejum de 8 horas para a coleta dos exames

e  Atendimento realizado somente na Unidade Matriz do Lab. Santa
Luzia, sito na Rua Dom Joaquim, 660 (préximo a praga do Corpo de

Bombeiros — Centro).

e Comparecer para o atendimento munido da requisicdo devidamente
preenchida e carteira de identidade — Informar os medicamentos em

uso.

Solicitante:

Data: / /

Carimbo e Assinatura






